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Le rôle de l’adénosine au cours de l’embryogenèse des vertébrés. 
L’adénosine extracellulaire appartient à la voie de signalisation purinergique et régule 
divers processus physiologiques à travers l’activation de ses récepteurs spécifiques (adora). 
La disponibilité de cette purine dans l’espace extracellulaire est régulée par plusieurs ecto-
enzymes assurant sa production ou sa dégradation, mais également par des transporteurs de 
nucléosides permettant son passage à travers la membrane. Chez l’adulte, le rôle de 
l’adénosine est assez bien connu. Cependant, l’implication de cette purine au cours de 
l’embryogenèse reste très peu étudiée. Pourtant, un excès d’adénosine dans les phases 
précoces du développement est létal chez la souris et l’oursin, démontrant l’importance de la 
régulation des concentrations de cette molécule de signalisation lors de l’embryogénèse. Le 
but de ma thèse est de comprendre le rôle de l’adénosine au cours de l’embryogenèse en 
utilisant l’amphibien xénope. En effet, ce modèle a permis de mettre en évidence in vivo 
l’implication de l’ADP au cours du développement de l’œil chez les vertébrés. La première 
partie de ce projet a permis de caractériser les acteurs de la voie de signalisation de 
l’adénosine chez le xénope afin d’établir la première carte comparative de leur profil 
d’expression embryonnaire. Cette partie a également permis de mettre en avant la 
phosphatase alcaline alpl pour son profil d’expression particulier, dans le rein et la rétine. La 
seconde partie s’est focalisée sur l’étude fonctionnelle de cette enzyme. Les expériences de 
perte de fonction montrent son implication lors de la formation de ces deux tissus.  
 
Mots clés : Adénosine, voie de signalisation purinergique, embryogenèse, pronephros, 
rétine, xénope 
Role of adenosine during the embryogenesis of vertebrates. 
Extracellular adenosine belongs to the purinergic signalling pathway and regulates 
various physiological processes through activation of specific receptors named adora. The 
extracellular concentration of adenosine is regulated by several ecto-enzymes involved either 
in its generation or in its degradation but also by nucleoside transporters enabling its exit 
outside or entry inside the cell. In adults, the functions of adenosine are quite well known, 
however, the its involvement during embryogenesis remains poorly studied. An excess of 
adenosine in early phases of development is lethal in mouse and sea urchins, demonstrating 
the importance of the extracellular adenosine level regulation during embryogenesis. The aim 
of my phD is to understand the role of adenosine during embryogenesis using Xenopus as a 
vertebrate model. Indeed, the first in vivo evidence of the implication of the purinergic signalling 
pathway during vertebrate development, and in particular of ADP during eye formation has 
been demonstrated using this model. The first part of this project was to characterize all the 
adenosine signalling pathway actors in Xenopus in order to generate the first comprehensive 
and comparative embryonic expression map of these genes. This work allowed me to select 
the alkaline phosphatase alpl for functional studies based on its specific expression profile, in 
the retina and kidney. These functional studies, mostly carried out by knockdown experiments, 
constituted the second part of this phD and showed the implication of this enzyme during the 
eye and kidney development.  
Keywords : Adenosine, purinergic signalling pathway, embryogenesis, pronephros, retina, 
Xenopus 
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Figure 1 : Le professeur Geoffrey Burnstock (A) et son hypothèse de neurotransmission purinergique (B). 
(A) Photographie prise sur le site de l’université UCL de Londres (University College London) 
(http://www.ucl.ac.uk).  (B) La jonction neuromusculaire est représentée avec la cascade de synthèse, stockage, 
libération et inactivation de l’ATP. L’ATP, stocké dans les vésicules des cellules nerveuses est libéré par exocytose 
pour agir sur les récepteurs purinergiques P2 présents du côté post-jonction sur les muscles lisses. L’ATP est 
dégradé par les ATPase et 5’-nucléotidase extracellulaires en adénosine. L’adénosine formée peut être soit recyclée 
en ATP à l’intérieur de la cellule nerveuse, soit reconnue à sa surface (pré-jonction) par les récepteurs P1 pour 
moduler la libération des neurotransmetteurs, soit dégradée en inosine pour être éliminé dans la circulation 
sanguine. D’après [1]. 
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Introduction générale 
I- La voie de signalisation purinergique 
A. L’ATP, molécule extracellulaire  
1. Historique  
La molécule d’adénosine triphosphate (ATP) a été découverte en 1929 par Karl Lohmann [2]. Par 
la suite, les rôles intracellulaires de cette molécule ubiquitaire ont été fortement étudiés et décrits. En 
effet, l’ATP est la source d’énergie cellulaire dans tous les organismes, agit comme cofacteur 
enzymatique et constitue les acides nucléiques. Cependant, quelques études se portaient également sur 
son activité physiologique extracellulaire, notamment au niveau cardiaque [3] et de la neurotransmission 
[4], sans susciter un grand intérêt de la part de la communauté scientifique.  
Ce n’est qu’en 1972 que Geoffrey Burnstock formule l’hypothèse de neurotransmission 
purinergique en décrivant  l’ATP et ses dérivés comme des molécules de signalisation extracellulaire 
dans la jonction neuromusculaire (figure 1) [5]. Mais, une forte résistance à l’égard de cette hypothèse 
a persisté jusqu’au clonage et à la caractérisation des différents sous-types de récepteurs spécifiques à 
l’ATP (P2) et à l’adénosine (P1) [6]. Ceci en partie car il était difficile pour les biochimistes de concevoir 
qu’une molécule ubiquitaire, source d’énergie cellulaire et impliquée dans de nombreux cycles 
métaboliques ait également un rôle de signalisation extracellulaire [1].  
Puis, grâce à la démonstration de la transmission synaptique purinergique dans le cerveau au début 
des années 1990s [7], ainsi que l’existence d’ectonucléotidases à la surface cellulaire, la voie de 
signalisation purinergique a gagné en reconnaissance [1]. De plus, il a été démontré que cette purine 
peut être libérée dans l’espace extracellulaire par un grand nombre de cellules vivantes, alors qu’il était 
admis que seules les cellules en lyse ou en «mort cellulaire», ou endommagées suite à des conditions 
anormales telles que l’hypoxie, libéraient de l’ATP [8]. En effet, l’ATP peut être relâché par les neurones 
au niveau des synapses par exocytose. Cependant, les cellules non neuronales telles que les cellules 
épithéliales, endothéliales et cellules gliales peuvent libérer l’ATP par divers mécanismes 
physiologiques (voir paragraphe suivant).  
Depuis, la signalisation purinergique extracellulaire a été démontrée comme impliquée dans des 
signalisations de type « court-terme » lors de la neurotransmission, la neuromodulation, la secrétion, la 
chimioattraction et l’inflammation, ainsi que de type « long-terme » dans la prolifération cellulaire, la  
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Figure 2 : Mécanisme de libération extracellulaire de l’ATP par exocytose régulée. Le transporteur VNUT et 
la pompe V-ATPase sont représentés. D’après [9].  
 
Figure 3 : Mécanismes de libération conductive de l’ATP en réponse à l’hypoxie, l’ischémie, le gonflement 
cellulaire ou autre stress mécanique. D’après [10]. 
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différenciation cellulaire, la motilité cellulaire, la mort cellulaire au cours du développement, la 
régénération, les cancers ou encore le vieillissement [11]. Elle régule ainsi la physiologie d’un grand 
nombre d’organes, tels que le système nerveux central et périphérique, le système cardio-vasculaire, le 
système immunitaire, le système respiratoire, système digestif, système urogénital etc… [12]. Ainsi, 
l’ATP est la molécule de signalisation la plus omniprésente chez les vertébrés, mais aussi présente chez 
les invertébrés et plantes. 
2. Mécanismes de libération 
En condition normale, la concentration intracellulaire de l’ATP est comprise entre 4 et 8 mM, et 
celle extracellulaire de l’ordre du nM. L’ATP intracellulaire, peut être libéré par différents mécanismes 
de transport en réponse à un stress cellulaire mécanique, ou à un changement d’environnement [8, 10].  
a) Exocytose régulée 
L’exocytose régulée fait intervenir un transporteur ionique à douze domaines transmembranaires 
appelé VNUT pour « vesicular nucléotide transporter » ou SLC17a9 (figure 2) [9]. Ce transporteur 
utilise le gradient électrochimique de la pompe à protons V-ATPase pour faire entrer l’ATP cytosolique 
à l’intérieur de granules spécifiques (synaptique dans les cellules neuroendocrines ou de sécrétion dans 
les cellules exocrines). La vésicule est ensuite transportée par les filaments de cytosquelette jusqu’à la 
membrane plasmique, avec laquelle elle va fusionner pour libérer l’ATP par exocytose calcium 
dépendante.  
b) Libération conductrice 
(1) Pores membranaires 
Il existe des pores membranaires, appelés connexines et pannexines et associés aux «gap 
junctions », permettant le passage intercellulaire de l’ATP, mais également sa libération dans l’espace 
extracellulaire (figure 3).  
Connexines 
Les connexines sont des hémi-canaux composés d’un assemblage de sous-unités appelées 
« connexons » provenant de deux cellules adjacentes et permettant le passage de molécules entre ces 
cellules. La plupart de ces pores sont perméables à l’ATP et à des petits colorants, et leur ouverture est 
induite par une dépolarisation membranaire (supérieur à +40mV) ou par une diminution de la 
concentration en Ca2+ extracellulaire [13]. Des analyses physiologiques, pharmacologiques et 
génétiques supportent l’hypothèse que les connexines permettent la libération d’ATP dans une grande 
variété de types cellulaires [8]. 
16 
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Pannexines 
Les pannexines (PANX1 à 3) sont composées de six à huit sous-unités (pannexons) et forment un 
canal perméable à l’ATP [14]. Leur ouverture n’est pas influencée par le calcium extracellulaire et peut 
avoir lieu avec un potentiel membranaire normal. Cependant, l’ouverture de la PANX1 peut être régulée 
par l’activation de la voie de signalisation Rho [15] ou par l’ATP extracellulaire, agissant comme 
rétrocontrôle négatif [16] ou par des potentiels d’oxido-réduction [17]. De nombreuses études 
pharmacologiques et génétiques sur la PANX1 ont permis de montrer que ce pore est exprimé dans des 
types cellulaires très variés,  alors que l’expression de la PANX3 est réduite à quelques tissus [8].  
(2) Canaux anioniques conducteurs d’ATP 
Différents types de canaux anioniques sont impliqués dans la libération de l’ATP extracellulaire 
sous forme anionique (figure 3) [8, 10]. 
Maxi-canaux 
Les maxi-canaux présentent un large diamètre (1,3nm) permettant le passage de molécules de 
signalisation comme l’ATP, l’UTP et le glutamate [18]. Ces canaux sont également exprimés dans un 
très grand nombre de types cellulaires et sont activés par le gonflement osmotique cellulaire, un stress 
salin ou une ischémie [10]. Cependant, le mécanisme de réponse à l’activation de ces canaux n’est pas 
clair.  
VRAC 
Les canaux VRAC pour « Volume-Regulated Anion Channels » sont perméables l’ATP et sont 
activés en réponse à un changement environnemental de la cellule comme l’hypoxie ou lors d’un 
gonflement cellulaire osmotique [19, 20]. 
CFTR 
Le canal CFTR pour « Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator » est associé à la 
libération d’ATP. Ce transporteur appartient à la famille des transporteurs ABC pour « ATP-binding 
carrier » [10].  
(3) Transporteurs 
Le transport de l’ATP par les transporteurs ABC peut avoir lieu de manière active, par liaison de 
l’ATP au site NBD (nucleotide-binding domains) initiant un cycle de changements conformationnels, 
ou par transport conductif comme dans le cas du CFTR [10]. Ces transporteurs ABC peuvent également 
être associés à différents mécanismes de libération de l’ATP, afin de faciliter son transport conductif ou 
non, ou son exocytose [21]. 
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Le transporteur « ADP/ATP carrier » ou ACC permettant l’échange d’ADP et d’ATP à la 
membrane interne mitochondriale serait également capable de libérer l’ATP cytosolique dans l’espace 
extracellulaire [10, 22].  
Par ces différents mécanismes, l’ATP est libéré dans l’espace extracellulaire où cette molécule 
sera le facteur déclenchant de la voie de signalisation purinergique, soit en activant directement ses 
récepteurs spécifiques, soit en étant dégradé par les ectonucléotidases présents à la surface cellulaire.  
B. Les acteurs de la voie de signalisation purinergique 
Une fois l’ATP dans l’espace extracellulaire, il va subir une série de 
dégradation/réaction/transformation allant jusqu’à la formation d’acide urique sécrété par le rein. Les 
différents acteurs impliqués dans la production et le recyclage de ses dérivés purinergiques, ainsi que 
dans leur reconnaissance par la cellule constituent la voie de signalisation purinergique (figure 4).  
Nous avons choisi de séparer cette voie de signalisation en deux parties : la première partant de l’ATP 
et allant jusqu’à l’AMP, et la seconde centrée sur l’adénosine que nous avons appelée « la voie de 
signalisation de l’adénosine ».  
1. De l’ATP à l’AMP 
a) Les ectonucléotidases hydrolysant l’ATP 
Le devenir des purines dans l’espace extracellulaire met en jeu des ectonucléotidases qui vont 
déphosphoryler l’ATP et ses dérivés, jusqu’à produire de l’adénosine. L’ATP peut être déphosphorylé 
séquentiellement en ADP puis AMP grâce aux ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolases 
(ENTPDases) et aux phosphatases alcalines et acides (PAs), ou peut être directement dégradé en AMP 
via les ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase (ENPPs) et l’ENTPDase1 (figure 4). 
L’enzyme ENPP2 ou autotaxine peut également produire de l’adénosine. Cette partie de la voie de 
signalisation purinergique est déjà bien décrite dans la littérature [23-25]. Les phosphatases alcalines et 
acides pouvant également produire de l’adénosine seront détaillées dans la partie B-2-b-2, dédiée à la 
voie de signalisation de l’adénosine. 
(1) Les ENTPDases 
Les ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolases sont nucléotides-spécifiques et hydrolysent 
les nucléosides triphosphates (NTP), par l’intermédiaire de nucléosides diphosphates (NDP), pour 
produire les nucléosides  monophosphates (NMP) associés à pH physiologique [24]. La réaction 
catalytique globale est la suivante : NTP + 2H20 → NMP + 2Pi.  Chez l’homme, huit protéines 
ENTPDase paralogues ont été identifiées, mais seuls les membres 1-3 et 8 sont localisés à la surface 
cellulaire et hydrolysent l’ATP [23].  
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La spécificité de substrats de ces quatre membres est différente [24]. Chacune de ces enzymes 
peut hydrolyser l’ATP successivement en ADP puis en AMP avec un ratio qui lui est propre. La protéine 
ENTPDase1 peut hydrolyser l’ATP et l’ADP de manière égale (ratio ATP:ADP de 1:1), alors que 
l’enzyme ENTPDase2 possède une forte préférence pour l’ATP (ratio 30:1) [26]. Les enzymes 
ENTPDases3 et 8 présentent des ratios intermédiaires (respectivement 3:1 et 2:1) [27, 28]. De plus, 
seule l’ENTPDase1 peut également hydrolyser l’ATP en AMP sans produit intermédiaire [24].  
Chaque ENTPDase possède un profil d’expression spécifique, mais ces enzymes sont 
globalement présentes dans tous les tissus [23]. Le rôle de ces ectonucléotidases est de réguler la 
concentration en nucléosides afin de moduler les nombreuses fonctions via les récepteurs P2. Par 
exemple, les fonctions de l’ENTPDase1, aussi connue sous le nom de CD39, sont relativement bien 
documentées. Cette ectonucléotidase est impliquée dans l’angiogenèse [29, 30], l’inflammation [31] et 
les réponses immunes [32]. 
(2) Les ENPPs  
Les ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterases hydrolysent les NTP (et parfois les 
NDP) pour produire les NMP associés selon la réaction suivante: NTP + 2H20 → NMP + 2Pi [24]. 
Cependant, à la différence des ENTPDase, les membres de la famille ENPP sont capables d’hydrolyser 
également d’autres substrats comme les dinucleosides polyphosphates, ADP ribose, NAD+ ou encore 
des phospholipides.  
Cette famille multigénique comporte sept membres chez les mammifères, nommés ENPP1 à 7 
selon leur ordre de découverte, mais seulement les enzymes ENPP1 à 3 sont capables d’hydrolyser les 
nucléotides [25]. Ces dernières sont des glycoprotéines transmembranaires dont le site catalytique est 
hautement conservé et leur expression recouvre quasiment tous les tissus.  
Ces ecto-nucléotidases, en plus de moduler la voie de signalisation purinergique [25], sont 
impliquées dans la régulation de la minéralisation des os et du cartilage (principalement ENPP1), dans 
le recyclage des nucléotides et jouent également un rôle dans la motilité et l’invasion des cellules 
tumorales [33].  
L’enzyme ENPP2 ou autotaxine est la plus étudiée car elle intervient également dans le 
métabolisme des lipides, et permet la production du médiateur lipide « lysophosphatidic acid » (LPA) à 
partir de la lysophosphatidylcholine (LPC) et autres lysophospholipides [34]. Le produit LPA intervient 
dans la signalisation des récepteurs à proteine G en stimulant la migration, la prolifération et la survie 
cellulaire.  
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b) Les enzymes reverses 
Il existe également des enzymes, appelées ici « reverses », permettant la phosphorylation des 
purines (figure 4). Une nouvelle molécule d’ATP peut être produite à partir d’un ADP grâce aux NDP 
Kinases qui vont lui transférer un phosphate d’un nucléoside triphosphate (NTP) ou bien grâce à l’ATP 
synthase. L’adenylate kinase permet de produire deux ADP, par transfert d’un phosphate d’un ATP sur 
un AMP.  
(1) Les NDP Kinases 
Les protéines NDP Kinases permettent la production d’ATP par le transfert d’un phosphate d’un 
NTP sur un ADP, selon la réaction enzymatique suivante : ADP + NTP → ATP + NDP [35]. Ces 
enzymes ubiquitaires sont principalement exprimées dans le cytoplasme, mais également à la surface 
cellulaire [36]. Elles possèdent une large spécificité de substrats parmi les purines et pyrimidines [35]. 
Les NDPKs sont des protéines homo- ou hétérohexamériques. Chez l’homme, il existe huit gènes codant 
pour les monomères NDPKs, nommés NM23-H1 à 8 ou NME1 à 8. En régulant la balance cellulaire en 
ATP, les enzymes NDPKs sont caractérisées de protéines multifonctionnelles [37]. Ces kinases jouent 
un rôle notamment au niveau de la régulation du développement [38], de la signalisation cellulaire [39], 
du trafic membranaire [40] et de la tumorogenèse [41].   
(2) L’ATP synthase 
L’enzyme ATP synthase produit de l’ATP à partir de l’ADP et d’un phosphate inorganique, selon 
la réaction catalytique suivante : ADP + Pi + H+ → ATP + H2O [35]. Elle utilise la force électrochimique 
à la membrane mitochondriale et est impliquée dans le métabolisme énergétique. Elle est composée 
d’une partie F0 transmembranaire et responsable de la translocation des protons et d’une partie F1 dans 
la matrice mitochondriale [42]. Cependant, une ecto-ATP synthase a également été décrite à la surface 
des cellules endothéliales [43], adipocytes [44], kératinocytes [45] et divers tumeurs [46]. Elle est 
impliquée dans divers processus physio- et physiopathologiques comme la régulation du métabolisme 
des lipides et les réponses immunitaires [47], la neurotoxicité [48] ou encore la tumorogenèse [49]. 
(3) L’adenylate kinase  
L’enzyme adenylate kinase (AK) catalyse le transfert réversible d’un phosphate sur un AMP, à 
partir d’un ATP pour former 2 ADP (AMP + ATP → 2ADP) [35]. Il existe cinq isoformes d’adenylate 
kinase, mais seule la protéine AK1β est exprimée à la membrane plasmique [50]. AK1β est une protéine 
issue de l’épissage alternatif du gène AK1, l’adenylate kinase cytosolique la plus exprimée à travers les 
tissus. L’ectoenzyme AK1β est exprimée dans divers tissus, où son activité suggère un rôle au niveau 
de la voie de signalisation purinergique. C’est le cas dans le cerveau [51], les poumons [52], ou encore 
au niveau des cellules endothéliales et immunitaires [53].  
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Figure 5 : Représentation schématique des récepteurs P2. D’après [35]. 
 
 
Tableau 1 : Récepteurs P2 associés à leurs principaux agonistes naturels. D’après [54]. 
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c) Les récepteurs P2 
Les molécules d’ATP et d’ADP peuvent être reconnues à la surface cellulaire par des récepteurs 
spécifiques appelés P2. Il existe deux familles: les P2X et les P2Y. L’ATP est reconnu par les deux sous-
types, alors que l’ADP est uniquement reconnu par les P2Y (figure 5).  
Les récepteurs P2X sont ionotropiques. Ils sont constitués d’homo- ou hétérotrimères formant un 
canal bidirectionnel [55]. Chez les mammifères, il existe sept sous-unités P2X, numérotées de 1 à 7 et 
codées par des gènes différents. Chacune possède deux domaines transmembranaires et un site de liaison 
extracellulaire à l’ATP, son unique ligand naturel (figure 5 et tableau 1). Chaque récepteur possède son 
propre profil d’expression [1] et sa propre affinité pour différents agonistes et antagoniste (ATP et ses 
dérivés). Chacun présente également une sélectivité cationique différente (Ca2+, Na2+, K+). 
Les récepteurs P2Y sont, quant à eux, métabotropiques, à sept domaines transmembranaires 
(figure 5). Ils peuvent reconnaître les purines ATP et ADP et/ou les pyrimidines UTP et UDP (tableau 
1). Ils sont monomériques, mais peuvent s’oligomériser. Chez les mammifères, il existe huit récepteurs 
différents, nommés P2Y1, 2, 4, 6, et 11 à 14. Les chiffres manquants correspondent aux orthologues 
non-mammifères [54]. Comme pour les P2X, chaque récepteur P2Y possède un profil d’expression 
différent [1] et également ses propres spécificités d’agonistes et antagonistes [56]. Ils sont couplés aux 
protéines G et peuvent mobiliser différentes protéines G selon le substrat [54].  
L’activation de ces différents récepteurs entraine de nombreuses réponses cellulaires [57]. Par 
exemple, certains jouent des rôles antagonistes dans le cancer : P2Y1 et P2Y2 activent la prolifération de 
certains cancers, alors que P2X5 et P2X7 ont des propriétés anti-prolifératives [58]. Ces récepteurs 
apparaissent avec un potentiel clinique à explorer, non seulement dans les thérapies anti-cancéreuses, 
mais également dans les désordres du système nerveux [59, 60], cardiovasculaires [61, 62], ou encore 
dans les pathologies telles que l’ostéoporose [63] ou le diabète [57]. 
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Figure 6: Représentation de la voie de signalisation de l’adénosine incluant les ectonucléotidases permettant 
sa production (en vert), les enzymes de dégradation de l’adénosine (extracellulaire en rouge et intracellulaire en 
orange), et les récepteurs ADORA et transporteurs de nucléotides spécifiques à l’adénosine (en bleu). La 
protéine adenylate cyclase (en violet) est associée aux protéines G des récepteurs ADORA. ADA: adenosine 
deaminase; ADK: adenosine kinase; CD73: ecto-5’-nucleotidase; PAs : phosphatases alcalines et acides ; PNP: 
purine nucleoside phosphorylase ; XO: xanthine oxydase. 
 
 
Figure 7: Représentation schématique des récepteurs ADORA ou P1. D’après [35].  
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2. Les acteurs de la voie de signalisation de l’adénosine 
Ma thèse s’est portée sur le rôle de l’adénosine, molécule centrale de la seconde partie de la voie 
de signalisation purinergique (figure 6).  
A la surface de la cellule, il existe des récepteurs spécifiques de l’adénosine (les récepteurs P1), 
dont l’activation va entraîner une cascade de signalisation cellulaire. L’adénosine présente dans l’espace 
extracellulaire peut être issue soit des dégradations successives de l’ATP, ADP et AMP extracellulaires 
grâce à l’action des ectonucléotidases, soit être libérée de la cellule via des transporteurs spécifiques ou 
relâchée après lyse cellulaire. L’adénosine peut être finalement dégradée soit par des enzymes de 
dégradation extracellulaires, soit phosphorylée en AMP, après recyclage à l’intérieur de la cellule par 
l’intermédiaire des transporteurs. 
a) Les récepteurs P1 ou ADORA 
Les récepteurs P1, par opposition aux récepteurs P2 décrits plus haut, sont spécifiques de 
l’adénosine (figure 7). Ils sont également appelés ADORA (ou A) pour « adenosine receptors ». Au 
total, quatre sous-types ont été identifiés et clonés chez les mammifères : ADORA1, ADORA2a, 
ADORA2b et ADORA3 [64, 65]. Les détails physiologiques associés à l’activation des récepteurs 
ADORA seront exposés dans la partie II. 
(1) Structure 
Les récepteurs ADORA appartiennent à la famille des récepteurs couplés aux protéines G et plus 
précisément aux protéines rhodopsine-like. Ils sont composés de sept domaines transmembranaires 
(TM) formés par des hélices-α hydrophobes et reliés entre eux par des boucles hydrophiles : trois 
extracellulaires et trois intracellulaires [66] (figure 7). La partie N-terminale se trouve dans l’espace 
extracellulaire, alors que l’extrémité C-terminale est cytoplasmique.  
Pendant de longues années, les études structurales des récepteurs ADORA étaient basées sur la 
structure connue de la rhodopsine et sur des interprétations d’expériences de mutagenèses dirigées [67]. 
Ce n’est que récemment que les premières structures du récepteur humain ADORA2a ont été 
obtenues par cristallographie à rayon-X: couplé à un antagoniste (ZM241385) en 2008 [68], puis aux 
ligands naturels adénosine et caféine (antagoniste) en 2011 [69]. Ces différentes structures 
cristallographiques révèlent une orientation verticale du ligand dans le site de liaison du récepteur par 
rapport au plan de la membrane (figure 8A). La partie ribose des agonistes se lie dans la région 
hydrophile des domaines TM 3 et 7 et la partie adénine dans la zone hydrophobe entourée par les 
domaines TM 5 et 6 (figure 8B). De plus, les acide- aminés de la deuxième boucle extracellulaire 
(ECL2) permettraient l’ancrage du ligand. Les résidus peu conservés sont situés dans la partie  
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Figure 8: Structure du récepteur ADORA2a humain. A. Récepteur ADORA2a entier couplé à l’antagoniste 
ZM241385. Les domaines transmembranaires (TM) sont représentés en hélices-α de couleurs allant du bleue foncé 
au rouge (TM1 à TM7). Les boucles extracellulaires (ECL pour ExtraCellular Loop) et intracellulaires (ICL pour 
IntraCellular Loop) sont numérotées dans le même ordre que les domaines TMs. L’antagoniste ZM241385 est 
représenté en bâtonnet bleus foncés.  D’après [69]. B. Liaison du récepteur ADORA2a à l’adénosine vue de la 
surface extracellulaire. L’adénosine est représentée en bâtonnets jaunes (carbone), bleus (azote) et rouges 
(oxygène). Les hélices-α (H) composants les domaines transmembranaire sont représentés en gris (H1, H2, H3, 
H5, H6, H7) et les boules vertes (carbone), bleues (azote) et rouges (oxygène) correspondent à la composition 
chimique des résidus impliqués dans la liaison à l’adénosine. Les noms des acides aminés sont donnés à titre 
indicatif. Les acides aminés représentés se situent sur les domaines transmembranaires comme suit : valine 84 
(V84) et thréonine 88 (T88) associés à H3, asparagine 181 (N181) associé à H5, leucine 249 (L249), asparagine 
253 (N253), histidine 250 (H250) associés à H6 et isoleucine 274 (I274) et histidine 278 (H278) associés à H7. 
D’après [66]. 
 
 
Figure 9: Structure chimique des substrats des récepteurs ADORA. Les modifications chimiques par rapport 
à la molécule d’adénosine trouvées dans les agonistes sont encadrées en bleu (5’ du ribose), rouge (C2 du cycle 
adénine) et vert (N6 du cycle adénine). D’après [56]. 
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extracellulaire de la cavité de liaison et seraient responsables des variations importantes de sélectivité 
de ligands pour chaque récepteur. Le site de liaison exacte des protéines G n’est pas encore disponible, 
mais il semblerait que celles çi se fixent au récepteur au niveau de la troisième boucle intracellulaire 
(ICL3). 
Les pourcentages d’homologie des protéines ADORA entières, entre elles et entre les différentes 
espèces sont relativement faibles (aux alentours de 47%). Le récepteur ADORA3 est le plus divergeant 
des trois autres récepteurs [56]. Cependant, les résidus impliqués dans le recrutement du ligand sont très 
conservés entre les sous-types ADORA et entre les espèces.  
(2) Substrats 
L’adénosine est le substrat naturel des quatre récepteurs ADORA (figure 9). A l’inverse, les 
methylxanthines comme la caféine ou la théophylline sont des antagonistes naturels non-selectifs. 
Cependant, dans un but thérapeutique, de nombreux agonistes et antagonistes sélectifs d’un ou plusieurs 
récepteurs ADORA ont été synthétisés. En effet, depuis 2000, une banque regroupant une multitude 
d’agonistes et d’antagonistes prédits in silico à partir de la structure du récepteur ADORA2a est 
disponible. Certains sont déjà utilisés comme traitement clinique (http://clinicaltrials.gov) et seront 
présentées dans la partie II. Les agonistes des récepteurs ADORA sont dérivés de l’adénosine avec des 
structures très proches [70]. Les modifications chimiques par rapport à la molécule d’adénosine se 
trouvent en position 5’ du ribose, ou encore en N6 et C2 du cycle adénine (figure 9). Les antagonistes, 
quant à eux, sont dérivés de la xanthine. La structure de l’antagoniste ZM241385, utilisé pour la 
cristallisation du récepteur ADORA2a [68] est présentée dans la figure 9.  
(3) Mécanismes 
(a) Protéines G 
Les récepteurs ADORA appartiennent à la famille des récepteurs couplés aux protéines G. Les 
voies de signalisation engendrées par l’activation de ces récepteurs sont complexes et ne sont pas toutes 
connues. Cependant, les propriétés mécanistiques les plus décrites sont présentées ci-dessous et dans la 
figure 10 [71].  
ADORA1 et ADORA3 sont couplés aux protéines Gi, alors que les deux récepteurs ADORA2a 
et 2b sont couplés aux protéines Gs. Après activation des récepteurs, la sous-unité α des protéines G va 
inhiber pour Gi ou stimuler pour Gs l’adenylate cyclase, modulant ainsi sa production d’AMPc 
intracellulaire à partir de l’ATP. Le rôle de l’AMPc est d’activer des protéines kinases (PK) qui vont à 
leur tour phosphoryler des protéines cibles (cAMP response element binding ou CREB). La protéine 
kinase la plus notable est la PKA qui va phosphoryler des canaux ioniques afin de permettre l’entrée du 
calcium extracellulaire. Les quatre récepteurs ADORA peuvent dans certains cas être couplés à la  
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Figure 10: Représentation schématique des réponses cellulaires associées à chaque récepteur ADORA. Les 
récepteurs ADORA sont couplés aux protéines Gq, Go, Gi et Gs et vont intervenir dans la voie des MAP Kinases 
(MAPK), activer la phospholipase C (PLC) ou activer ou inhiber l’adenylate cyclase (AC). CREB: cAMP response 
element binding; IP3: inositol triphosphate; PIP2: phosphatidylinositol-4,5-diphosphate; PKA: protéine kinase A. 
D’après [71]. 
 
Figure 11: Expression des récepteurs ADORA (A) chez l’adulte. Le niveau d’expression de chaque récepteur 
dans les différents organes est représenté par un code couleur : fort en rouge, moyen en orange, faible en jaune et 
nul en gris. Ce schéma est basé sur les résultats obtenus chez l’homme, le rat, la souris et le cochon. Références 
dans le texte. 
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protéine Gq dont la sous-unité α entraine l’activation de la phospholipase C, permettant le clivage du 
PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-diphosphate) en IP3 (inositol triphosphate). Ce dernier va entraîner 
l’ouverture des canaux calciques présents au niveau du réticulum endoplasmique et la libération du 
calcium stocké. Les récepteurs ADORA peuvent également stimuler la voie des MAPK via la sous-unité 
α de la protéine G0 ou les sous-unités β et γ des protéines G associées. 
(b) Dimérisation 
Les récepteurs ADORA peuvent former des homodimères, mais également des hétérodimères, 
entre eux, avec les récepteurs P2Y ou avec d’autres protéines. Les conséquences de ces dimérisations 
sur la signalisation cellulaire restent encore peu comprises [72].  
(4) Distribution 
La plupart du temps, plus d’un récepteur ADORA est exprimé dans un seul type cellulaire. Ceci 
suggère qu’il existe une redondance fonctionnelle entre ces différents récepteurs et montre l’importance 
de ces récepteurs chez l’adulte. En 1996, la seule étude comparative de l’expression des quatre 
récepteurs ADORA a été effectuée par RT-PCR chez le rat adulte [73]. Elle confirme les profils 
d’expression obtenus précédemment pour chaque récepteur chez l’homme [74, 75], la souris et le cochon 
[76]. Ces résultats peuvent être extrapolés à l’homme et sont résumés dans la figure 11. 
b) Enzymes de production  
Les ectonucléotidases présentes à la surface cellulaire déphosphorylent les dérivés phosphates 
de l’ATP dans l’espace extracellulaire, pour ainsi produire de l’adénosine.  
(1) Ecto -5’- nucléotidase - CD73 
Parmi les sept 5’-nucléotidases présentes chez l’homme, six sont intracellulaires (cinq 
cytosoliques et une mitochondriale), et une seule est présente à la surface cellulaire [35]. Cette dernière 
est appelée ecto-5’-nucleotidase ou CD73 et est codée par le gène NT5E. Elle appartient à la superfamille 
des métallophosphoestérase. 
(a) Substrats 
L’enzyme CD73 est capable d’hydrolyser les ribo- et deoxyribonucléosides 5’-monophosphates 
comme l’AMP, CMP, UMP, IMP et la GMP, mais son activité d’hydrolyse du 5’-AMP en adénosine 
est la plus importante avec un Km de 3 à 50µM [24]. La réaction catalytique globale est la suivante : 
NMP + H2O → N + Pi. 
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Figure 12: Structures de la CD73 humaine, dans des conformations ouverte et fermée. Les domaines N- et C- 
terminal des deux sous-unités sont représentés en bleu/orange et vert/jaune, respectivement. Les ligands sont 
représentés en bâtonnets rouges (adénosine et AMPCP pour la conformation ouverte et fermée, respectivement). 
Les boules grises représentent les ions métalliques. D’après [77]. 
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L’ATP et ADP sont des inhibiteurs compétitifs, qui vont se lier au site catalytique sans être 
hydrolysés, permettant ainsi un rétrocontrôle négatif. Il existe également d’autres inhibiteurs comme 
l’AMPCP, un dérivé de l’ADP qui ne peut être hydrolysé et qui a été utilisé pour la cristallisation de la 
protéine CD73 humaine [77]. 
(b) Structure 
Chez les mammifères, cette enzyme est composée de deux sous-unités glycoprotéiques (60-70 
kDa) reliées par des liaisons non covalentes [78]. Chaque monomère est fixé à la membrane plasmique 
par une ancre GPI en C-terminal. Ce domaine contient également le site de liaison aux substrats. La 
liaison aux ions métalliques, comme le zinc, se fait au niveau du domaine N-terminal. 
Depuis longtemps, les études structurales de l’enzyme eucaryote étaient basées sur la similarité 
de séquences primaires avec la protéine bactérienne, dont la structure était connue [79]. En 2012, la 
structure de la protéine CD73 humaine a été déterminée par cristallographie au rayon-X, selon deux 
conformations: une ouverte, couplée à l’adénosine et une fermée, couplée à un AMP non hydrolysable 
(AMPCP) [77] (figure 12). Les domaines N- et C-terminal de chaque sous-unité sont reliés entre eux 
par une hélice α pouvant supporter une rotation de 114° et permettant le passage entre les deux 
conformations.  
Les 5’-ectonucléotidases cytosoliques sont tétramériques et ne sont pas apparentées 
structurellement à la CD73 [80]. Ces enzymes, bien que possédant une activité 5’-ectonucléotidase, 
appartiennent à la famille des déhalogénases haloacides.  
(c) Mécanisme catalytique  
Le site actif est présent dans la conformation fermée et se situe à l’interface entre les deux 
domaines N- et C- terminal [24]. En effet, cette conformation permet le rapprochement entre les sites de 
liaison au substrat et aux ions métalliques. Les résidus catalytiques du site actif sont très conservés entre 
les protéines bactérienne et humaine.  
De par les observations des différentes conformations des enzymes de différentes espèces étudiées 
[77], une hypothèse décrivant le mécanisme catalytique de la protéine CD73 est retenue. Tout d’abord, 
la partie adénosine du substrat est reconnue par le site de liaison au substrat, dans la conformation 
ouverte. Elle est stabilisée dans la poche de liaison par des interactions hydrophobes. Puis, après 
changement de conformation, les ions métalliques se fixent au groupe phosphate du substrat par des 
liaisons hydrogènes, entrainant une attaque nucléophile. Enfin, l’adénosine néo-formée est libérée après 
retour à la conformation ouverte. 
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La protéine peut également se trouver sous forme soluble dans l’espace extracellulaire [81], suite 
à un clivage au niveau de l’ancre GPI [82] et peut alors avoir une activité 5’-nucléotidase à distance des 
sites d’expression de la forme membranaire.  
(d) Distribution  
En conditions physiologiques, la protéine est exprimée à la surface d’un large panel de tissus, 
mais pas dans tous les types cellulaires. Chez les mammifères, son expression est forte au niveau du 
rein, du cerveau [78], du foie, du cœur, des poumons et des testicules [83]. Le gène NT5E est aussi 
exprimé dans certains sous-types de lymphocytes T et B. Ce gène est un marqueur des lymphocytes 
matures. Cependant, il n’est pas ou peu exprimé dans les neutrophiles, érythrocytes, plaquettes et autres 
cellules sanguines. Son expression est également trouvée au niveau des cellules endothéliales des larges 
vaisseaux [84] et des cellules musculaires. De plus, ce gène est surexprimé dans de nombreux types de 
cancer [85] comme les leucémies, mélanomes, glioblastomes ou encore les cancers du sein, des ovaires, 
de la thyroïde et de la prostate.  
(e) Rôles non-enzymatiques 
L’ectoenzyme CD73 régule essentiellement la voie de signalisation purinergique, notamment au 
niveau du rein et de l’immunité (voir II- rôle de l’adénosine). Cependant, d’autres fonctions non 
enzymatiques ont été proposées, comme l’induction de signalisations intracellulaires. En effet, à la 
surface des lymphocytes T, la protéine CD73 reconnaîtrait un CD73-ligand présent à la surface des 
cellules présentatrices d’antigène [86]. Cette enzyme serait une molécule de co-stimulation des 
lymphocytes T CD4+. Cette hypothèse a été démontrée en 1997 par la stimulation des lymphocytes T 
grâce à des anticorps anti-CD73, mais à ce jour, aucun CD73-ligand n’a été identifié. La protéine CD73 
permet également la médiation de l’adhésion cellule-cellule ou cellule-matrice extra-cellulaire. En effet, 
l’utilisation d’anticorps anti-CD73 a permis de démontrer son implication dans la liaison des 
lymphocytes aux cellules endothéliales [87, 88], ou dans l’adhésion entre les lymphocytes B et les 
cellules dendritiques folliculaires [89]. La liaison de la protéine CD73 aux protéines de la matrice extra-
cellulaire comme la laminine [90], la fibronectine [91] ou encore la tenascine C a aussi été démontrée 
et est impliquée dans la migration et l’invasion cellulaire [85]. 
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Figure 13: Structure de l’enzyme PLAP humaine. Le monomère A est représenté en beige, et le monomère B 
en rouge. Les domaines « coiffe » sont en bleu clair (monomère A) et bleu foncé (monomère B). Les domaines de 
liaison au métal sont représentés en jaune. Le site actif du monomère A est encadré en noir. Les hélices α en N-
terminal stabilisant le dimère sont représentées en vert (monomère A) et en orange (monomère B). Les ions Zn2+ 
des sites actifs sont en vert et les ions Mg2+ en blanc. Les sites de glycosylation sont en bâtonnets de couleur bleu 
turquoise et les résidus des parties C-terminale en sphère rouge. Le site de liaison au ligand (L-phénylalanine) est 
représenté en bâtonnet rouges. D’après [24]. 
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(2) Phosphatases  
Les phosphatases alcalines et acides sont impliquées dans le métabolisme de l’adénosine.   
(a) alcalines 
Les phosphatases alcalines (AP) catalysent des réactions de transfert phosphoryl à la surface 
cellulaire à pH basique et permettent notamment de déphosphoryler séquentiellement l’ATP en ADP, 
AMP, puis en adénosine. Il existe quatre enzymes différentes chez l’homme nommées selon leur 
spécificité d’expression: intestinale (IAP codée par le gène ALPI), placentaire (PLAP codée par le gène 
ALPP), cellule germinale (GCAP codée par ALPPL2) et tissu-non spécifique (TNAP codée par le gène 
ALPL). Les trois premières AP présentent entre 90 à 98% d’homologie les unes avec les autres, alors 
que la TNAP possède seulement entre 50% et 60% d’homologie avec les trois autres protéines.  
(i) Structure 
Les informations structurales ont longtemps été basées sur la structure connue de l’AP bactérienne 
et sur des prédictions à partir des séquences protéiques de chacune [92]. La première structure 
tridimensionnelle d’une phosphatase alcaline mammifère, la protéine PLAP humaine a été obtenue en 
2001 (figure 13) [93]. Cette structure a facilité le modelage des trois autres phosphatases alcalines 
humaines dont les fonctions sont conservées [94]. Les phosphatases alcalines mammifères sont des 
protéines homodimériques dont chaque sous-unité possède un poids moléculaire de 80kDa. Cependant, 
des hétérodimères sont possibles entre les trois enzymes IAP, GCAP et PLAP [94]. Par contre, les 
protéines ALPL ne peuvent s’hétérodimériser. 
 Chaque site catalytique contient trois ions métal nécessaires pour l’activité enzymatique (deux 
Zn2+ et un Mg2+) [95], un quatrième site de liaison métal non catalytique occupé par un ion Ca2+, mais 
dont la fonction n’est pas encore déterminée [93, 95] et un site de liaison à un phosphate. Le domaine 
de liaison métal est composé d’un feuillet β flanqué de deux hélices α. En tout, le cœur du monomère 
est composé de dix feuillets β, dont neuf sont parallèles, entourés d’hélices α. Il contient des sites de N-
glycosylation dont le nombre prédit varie selon l’enzyme, le tissu ou l’isoforme [96, 97].  Les AP 
possèdent également une hélice α à son extrémité N-terminale impliquée dans la stabilisation du dimère 
[98], et un domaine « coiffe » proche de l’interface du dimère, composé de deux rangs de trois feuillets 
β parallèles, formant des interactions mutuelles entre les deux monomères. Ce dernier est nécessaire 
pour l’inhibition non-compétitive [99] et le comportement allostérique [100].  
Les phosphatases alcalines humaines sont fixées à la membrane plasmique par une ancre GPI 
mais peuvent être relâchées par une phospholipase C bactérienne spécifique des phosphatidylinositol 
[101]. 
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Figure 14: Mécanisme catalytique proposé pour les phosphatases alcalines. a) Schéma du site actif à l’état 
libre. b) Fixation du substrat. c) Etape de transition. d) Intermédiaire sérine phosphorylée. e) et f) formation du 
phosphate pentamérique. g) Déphosphorylation de la sérine intermédiaire. Les résidus indiqués sont numérotés sur 
la protéine PLAP humaine. D’après [24]. 
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(ii) Mécanisme catalytique 
Le mécanisme réactionnel fonctionne via un intermédiaire covalent (figure 14) [102]. En effet, 
le résidu phosphate du substrat se lie au niveau des deux ions Zn2+ du site catalytique et va être transféré 
sur une sérine grâce à une molécule d’H2O (résidu S92 pour la protéine PLAP humaine). Cette première 
transition est stabilisée par un résidu arginine (R166) et les deux ions zinc. La structure de cette PLAP 
intermédiaire phosphorylée a été déterminée par cristallographie avec l’inhibiteur non compétitif L-
Phenylalanine [103] (figure 13). La seconde partie du mécanisme est similaire à la formation de 
l’intermédiaire covalent. Cependant, le rôle des deux ions Zn2+ n’est plus le même. Une molécule d’H2O 
est transférée sur le résidu phosphate grâce à l’ion Zn2+ afin de former un pentaphosphate, stabilisé de 
la même manière que dans la première partie. Enfin, le phosphate inorganique va être libéré par 
formation d’une molécule d’H2O au niveau de la sérine. Le rôle de l’ion Mg2+ serait  d’accepter le proton 
formé par la liaison du phosphate initial à la sérine [92]. 
(iii) Substrats 
Les phosphatases alcalines présentent un large panel de substrats. Ces enzymes sont capables 
d’hydrolyser ou de transphosphoryler une grande variété de composés phosphatés in vitro [95]. 
Cependant, seulement quelques-uns ont été confirmés comme étant des substrats naturels des APs.   
La protéine TNAP est capable de cliver les pyrophosphates inorganiques (PPi) [104], le 
pyridoxal-5’-phosphate (PLP) [105], le monofluorophosphate [106], mais pas le polyphosphate 
inorganique (polyP) [107] (figure 15). Les enzymes IAP et la PLAP, quant à elles, hydrolysent les 
phosphatidates présentant de nombreuses chaînes d’acide gras [108] et le polyphosphate inorganique 
[107].  
Les phosphatases alcalines sont impliquées dans le métabolisme des nucléotides en hydrolysant 
l’ATP, via l’ADP et l’AMP en adénosine [109], mais peuvent également hydrolyser de nombreux 
dérivés phosphate du glucose et du fructose [110]. Ces enzymes sont aussi capables de cliver 
l’endotoxine lipopolysaccharide (LPS) bactérienne [111]. De plus, le BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate) est un substrat synthétique des phosphatases alcalines (figure 15). Il est utilisé en 
laboratoire pour révéler l’activité phosphatase alcaline car il est capable de réagir, une fois clivé, avec 
un autre composé, le NBT (nitro blue tetrazolium chloride), pour former un substrat coloré (voir matériel 
et méthode, article partie 2). 
Le levamisol, couramment utilisé en laboratoire, est un inhibiteur non-compétitif des 
phosphatases alcalines, en bloquant l’hydrolyse de l’AMP (figure 15) [99].  
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Figure 15: Exemples de substrats et inhibiteurs de la phosphatase alcaline TNAP.  
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(iv) Rôles 
Chez l’homme, une déficience en TNAP entraîne une pathologie appelée hypophosphatasie, 
caractérisée par des défauts dans la minéralisation osseuse et dentaire, ainsi que, dans certains cas, des 
désordres neurologiques [112]. La fonction exacte de l’enzyme TNAP n’est pas encore claire, mais 
semble faire intervenir l’hydrolyse du PPi et de la PLP [113]. Une déficience en TNAP entraîne donc 
une accumulation du substrat PPi dans l’espace extracellulaire qui va inhiber la minéralisation 
ostéoblastique [114, 115]. De plus, une absence de clivage de la PLP en pyridoxine (vitamine B6) 
explique les attaques cérébrales chez certains patients [116, 117].  L’enzyme IAP joue un rôle de 
détoxification bactérienne de l’intestin par le clivage de LPS [118], de prévention de l’inflammation 
[119], maintien de l’homéostasie de la flore intestinale [120] et dans le transport des acide gras dans les 
entérocytes [121]. 
Comme la protéine CD73, les enzymes APs sont capables de se fixer aux composants de la 
matrice extracellulaire. La TNAP interagit avec le collagène qui joue un rôle dans la calcification du 
squelette, au niveau du domaine « coiffe » [122]. Cette propriété serait impliquée dans sa fonction de 
minéralisation osseuse [100, 123]. De plus, cette protéine peut se lier avec la portion Fc des IgG 
humaines, agissant comme un récepteur à IgG au niveau du placenta. De ce fait, la PLAP est impliquée 
dans l’internalisation et du transfert des IgG de la circulation maternelle à celle du fœtus durant la 
grossesse [124].  
(v) Expression 
Les phosphatases alcalines sont souvent exprimées aux surfaces d’échange comme les 
endothéliums, les bordures apicales des entérocytes [121], les tubules rénaux [125] ou les muqueuses 
pulmonaires [52]. Elles peuvent aussi être exprimées par les cellules souches embryonnaires [126], 
primordiales [127] et neurales [128]. Leur expression a été également retrouvée dans diverses tumeurs 
[129]. 
La TNAP est appelée « tissue non-specific AP », mais également « liver, bone, kidney AP » car 
chez les mammifères, le gène ALPL est fortement exprimée dans ces tissus. Les transcrits ALPL est aussi 
exprimée dans le système nerveux en formation [130, 131]. Chez l’homme, l’enzyme IAP est présente 
dans l’intestin, mais également dans le pancréas, le foie et le rein [132]. Les protéines PLAP et GCAP 
sont spécifiques de l’homme et sont exprimées respectivement dans le placenta et les tissus 
reproducteurs dans les cellules germinales [95]. Chez la souris, l’enzyme EAP pour « embryonic alkaline 
phosphatase » est exprimée uniquement dans les tissus embryonnaires et les testicules.  
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Figure 16: Structure de la PACP humaine. Le site actif de chaque monomère est encadré en noir. Les boules 
rouges et violettes représentent les ions phosphates. D’après [133].  
 
 
Figure 17: Mécanisme catalytique des phosphatases acides. (A) Formation de l’intermédiaire phosphohistidine 
et libération du produit. (B) Attaque nucléophilique d’une molécule d’H20. (C) Libération du phosphate 
inorganique. Arg : arginine ; Asp : asparagine et His : histidine. Les résidus sont numérotés sur la protéine PACP 
humaine. D’après [134].  
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(b) acide prostatique 
Les phosphatases acides (ACP) hydrolysent une large variété de petites molécules 
phosphomonoestères organiques en conditions acides. Il existe au moins 5 types de phosphatases acides 
chez l’homme, nommées selon leur spécificité d’expression [104]. C’est le cas par exemple de la 
protéine LACP pour Lysosomal Acid Phosphatase [135], ou encore de la protéine TACP pour Testicular 
Acid Phosphatase [136].  
La plus étudiée est la phosphatase acide prostatique humaine ou PACP, codée par le gène ACPP. 
Elle peut être intracellulaire (cPACP) ou sécrétée (sPACP) [137]. Cependant il existe un variant 
transmembranaire (TM-PACP) ayant été récemment décrit récemment comme possédant une activité 
ectonucléotidase [138]. Ce variant qui est l’isoforme la plus longue (418 acides aminés versus 386 pour 
sPACP) est caractérisée par une extrémité C-terminale différente, contenant un domaine 
transmembranaire de type 1.  
(i) Substrats 
Classiquement, la phosphatase acide prostatique possède une très large spécificité parmi les 
phosphomonoestères [139]. Elle peut hydrolyser in vitro divers substrats, incluant l’acide 
lysophosphatidique (LPA), les phospho-acides aminés et les 5’-nucléotides [140]. En plus de ces 
propriétés, la TM-PACP est une ectonucléotidase et peut hydrolyser in vivo l’AMP extracellulaire en 
adénosine, plus faiblement l’ADP, mais pas l’ATP [138]. 
(ii) Structure 
La protéine TM-PACP est une glycoprotéine transmembranaire, constituée de deux sous-unités 
de 50 kDa. Sa structure cristallographique n’est pas encore déterminée, contrairement à celle de 
l’isoforme sécrétée [141] (figure 16). Chaque sous-unité est composée d’un large domaine de type α/β 
constitué d’un segment central de 7 feuillets β, flanqué de 2 hélices α et d’un plus petit domaine 
contenant 6 hélices α et une boucle. Le site actif se trouve entre ces deux domaines, où 8 liaisons 
hydrogènes fixent le phosphate du substrat [133]. Le domaine transmembranaire de la TM-PACP se 
trouve dans la continuité C-terminale [142].   
(iii) Mécanisme catalytique 
Le mécanisme catalytique de la PACP est différent de celui de la phosphatase alcaline (figure 
17). Il a été déterminé par des études de mutagenèses dirigées [137]. Le phosphate du substrat se fixe 
dans le site actif par interaction avec les charges positives de trois résidus arginine (R11, R15 et R79 de 
la protéine humaine). Le phosphate subit alors une attaque nucléophile du cycle imidazole de l’histidine 
12 et un proton va être transféré de l’asparagine 258 sur la partie libre du substrat. 
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Figure 18: Substrats et inhibiteurs de l’enzyme ADA. 
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Cette première étape permet la formation d’un intermédiaire phosphohistidine, qui va subir par la 
suite une attaque nucléophilique d’une molécule d’H2O. Cette deuxième étape permet la libération d’un 
phosphate inorganique. 
(iv) Rôle 
A travers le métabolisme de l’adénosine, la TM-PACP joue un rôle dans l’endo- et exocytose. 
Chez la souris, la perturbation de ce trafic membranaire est impliquée dans le développement du cancer 
de la prostate [142] et dans des perturbations de la neurotransmission GABAergique [143]. De plus, elle 
permet la réduction de la douleur [138]. 
(v) Distribution 
Chez la souris, la protéine TM-PACP est présente dans les vésicules et membranes prostatiques, 
mais elle est également exprimée dans des tissus non-prostatiques, comme le cerveau, le rein, la 
thyroïde, les poumons et la rate [142].  
c) Enzymes de dégradation 
L’adénosine extracellulaire formée par les ectonucléotidases peut être catalysée à la surface 
cellulaire, afin que ses produits d’hydrolyse puissent être ensuite sécrétés par le rein, ou peut entrer dans 
la cellule via des transporteurs spécifiques (voir I.B.2.d- Les transporteurs) pour être phosphorylée en 
AMP, puis être recyclée. 
(1) Adénosine désaminase – ADA 
L’adénosine désaminase (ADA) catalyse la réaction irréversible de déamination de l’adénosine 
en inosine [35], à l’aide du cofacteur métallique Zn2+, selon la réaction catalytique suivante : adénosine 
+ H2O → inosine + NH3. Elle peut être cytosolique ou extracellulaire [144, 145]. Il existe également 
une enzyme nommée ADA2 avec une plus faible affinité pour l’adénosine. Une déficience en ADA chez 
l’homme et la souris entraîne la pathologie SCID pour « Severe Combined Immunodeficiency Disease » 
[146] (voir la partie II). 
(a) Substrats 
L’adénosine désaminase est capable d’hydrolyser l’adénosine ou la déoxy-adénosine pour 
produire de l’inosine ou de la déoxy-inosine (figure 18). Son activité peut être inhibée par la purine 
riboside, qui subira les premières étapes de la réaction catalytique, pour donner un produit hydraté 
HDPR pour 6-hydroxyl-1,6-dihydropurine riboside, un analogue du tétraèdre intermédiaire.  
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Figure 19: Structure de la protéine murine Ada D296A, similaire à la structure de la protéine sauvage. Les 
différents segments sont colorés en dégradé allant du rouge en N-terminal au bleu en C-terminal. Le site actif est 
encadré en noir. L’inhibiteur HDPR est représenté en bâtonnets bleus et la boule grise représente l’ion Zn2+. 
D’après [147] dans Protein data bank.  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20: Substrats de l’enzyme PNP. 
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(b) Structure  
La structure cristallographique de la protéine de plusieurs espèces est disponible. C’est le cas de 
la protéine murine qui présente plus de 90% d’homologie avec son orthologue humain [148]. ADA est 
une protéine monomérique, de type tonneau triosephosphate isomerase (TIM), composée de huit 
feuillets-β entourés de huit hélices-α périphériques [148] (figure 19). Le site actif est formé par 
l’extrémité C-terminal des feuillets-β et d’une boucle formée par un feuillet-β et une hélice-α et contient 
un site de liaison à l’ion métal Zn2+. 
(c) Mécanisme 
La structure en tonneau TIM est l’une des structures les plus communes, car elle serait retrouvée 
dans plus de quinze familles d’enzymes différentes [149]. Dans le cas de la protéine ADA, l’ion Zn2+ 
polarise une molécule d’eau qui attaque le substrat pour former un tétraèdre intermédiaire au niveau du 
carbone C6 cycle purine [148]. 
(d) Distribution 
Chez les mammifères, l’ADA est une enzyme ubiquitaire. Son activité enzymatique est détectée 
dans de très nombreux tissus, et notamment dans le thymus et le tube digestif, où la protéine ADA est 
très fortement exprimée [150, 151]. 
(2) Purine nucléoside phosphorylase – PNP 
La purine nucléoside phosphorylase (PNP) est une enzyme principalement localisée dans le 
cytoplasme dans les organismes procaryotes et eucaryotes [35, 152]. Cependant, il a également été 
démontré que cette protéine peut être exprimée à la surface cellulaire où elle va réguler la concentration 
en nucléoside extracellulaire, en conjonction avec l’enzyme ADA. En effet, l’enzyme PNP est capable 
de dégrader l’inosine extracellulaire formée par l’ADA en hypoxanthine, à l’aide d’un phosphate 
inorganique. La réaction chimique est la suivante : nucléoside purine + Pi ↔ base purine + ribose-1-
phosphate. 
(a) Substrats 
En plus de la dégradation de l’inosine en hypoxanthine, l’enzyme PNP est capable de 
déphosphoryler la guanosine en guanine [152]. Elle peut également déphosphoryler les dérivés 
désoxyriboses de l’inosine et guanosine en formant les mêmes produits purines (figure 20). Cependant, 
contrairement à la protéine bactérienne, l’enzyme de mammifère ne peut pas dégrader l’adénosine et le 
deoxyadénosine. 
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Figure 21: Structure de la protéine PNP humaine. A- Complexe trimérique de la protéine PNP. Les feuillets β 
sont représentés en bleu, les hélices α en rose et les boucles en jaune. Un monomère est encadré en gris. (D’après 
[153]) B- Monomère constituant la PNP couplé à l’inosine. Les différents segments sont colorés en dégradé allant 
du rouge en C-terminal au bleu en N-terminal. L’inosine est représentée en bâtonnets bleus et 3 groupements 
phosphates sont représentés en jaune. Chaque domaine de liaison est indiqué et encadré en noir. Le 4ème 
groupement phosphate très proche du site de liaison au ribose n’est pas dessiné. D’après [154] dans Protein Data 
Bank.  
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Il existe des inhibiteurs se fixant aux sites de liaison du substrat, entrainant une diminution ou un 
blocage de l’activité enzymatique de la PNP. C’est le cas d’analogues riboses dont le cycle pentose est 
remplacé par un autre domaine cyclique ou non. Chaque substrat fait intervenir des liaisons hydrogènes 
différentes avec la protéine PNP. 
(b) Structure 
L’enzyme PNP est un complexe homo-trimérique de 90 à 100kDa [154] (figure 21A). Chaque 
monomère est constitué de feuillets β et hélices α, reliés entre eux pour former un arrangement en 
tonneau β. Cette structure contient le cœur catalytique constitué d’un site de liaison au domaine purine 
du substrat, un site hydrophobe de liaison ribose, ainsi qu’un site de liaison au phosphate inorganique 
(figure 21B).  
Grâce aux différentes structures, couplées [154, 155] ou non [153] à divers substrats et molécules, 
obtenues par cristallographie, quatre sites de liaison à un groupement phosphate ont été décrits. Le 
premier lie le phosphate inorganique impliqué dans la réaction catalytique. Un deuxième phosphate 
aurait un rôle régulateur sur la réaction. Un troisième phosphate est impliqué dans la liaison entre les 
différentes sous-unités de l’enzyme. Ces trois premiers phosphates sont représentés dans la figure 21. 
Le quatrième phosphate est situé au niveau du site de liaison du ribose. En effet, cette partie est très 
hydrophobe et le phosphate jouerait un obstacle à la reconnaissance du substrat et entrainerait 
l’inhibition de l’activité enzymatique dans des conditions riches en phosphate.   
(c) Mécanisme 
La liaison du substrat au site actif entraine un changement de conformation de la protéine [154]. 
En effet, les résidus 241 à 260 agissent comme une porte qui s’ouvre lors de la liaison du substrat. Cette 
porte permet de contrôler l’accès au site actif.   
(d) Distribution 
Le gène PNP est considéré comme un gène de ménage car il est exprimé de manière ubiquitaire 
dans les tissus humains. Chez l’homme, l’activité enzymatique a été fortement détectée dans le cerveau, 
le rein, le foie, les poumons, l’intestin grêle, le cœur, la rate et les cellules et tissus immunitaires [152] .  
(e) Rôle dans l’immunodéficience 
La fonction principale de l’enzyme PNP est le catabolisme et le recyclage des nucléotides. 
Cependant, chez l’homme, et dans les modèles murins, une déficience en PNP entraine une 
immunodéficience sévère [156]. En effet, en absence de PNP, ses substrats vont s’accumuler dans le  
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Figure 22: Structure fermée de l’enzyme ADK humaine. Les bâtonnets violets et rouges représentent deux 
molécules d’adénosine, une dans le site catalytique (rouge) et l’autre dans le site de régulation (violet). D’après 
[157]. 
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cytosol. Le substrat lymphotoxique est la deoxyguanosine. Ce dernier est phosphorylé par différents 
enzymes en dGTP qui va, à son tour, inhiber l’activité ribonucleotidase reductase de la cellule (NDP  
dNDP) et inhiber ainsi la synthèse d’ADN mitochondrial et sa réparation. Ce phénomène entraine une 
mort cellulaire par apoptose. Deux hypothèses sont proposées pour expliquer la spécificité de ce 
phénomène aux lymphocytes-T : (1) les lymphocytes T ont une forte activité deoxyguanosine kinase en 
comparaison avec les lymphocytes-B et les autres tissus et (2) les thymocytes immatures sont plus 
susceptibles à l’apoptose au cours de la sélection des cellules-T. 
(3) Adénosine kinase – ADK 
L’adénosine kinase (ADK) est une ATP:adénosine 5’ phosphotransferase qui catalyse la 
phosphorylation de l’adénosine pour former de l’AMP et ADP à partir de l’ATP préférentiellement 
(Km= 0,2 à 2 µM) [158]. La réaction chimique est la suivante : adénosine + ATP → AMP + ADP. Cette 
enzyme appartient à la famille des ribokinases (RK) [157]. En conditions normales, l’adénosine 
intracellulaire est préférentiellement métabolisée par l’enzyme ADK plutôt que l’enzyme ADA. La 
protéine ADK est considérée comme un point de contrôle de la concentration en adénosine dans la 
cellule, elle est la nucléoside kinase la plus abondante dans les tissus mammifères.  
(a) Structure 
La première structure obtenue par cristallographie est celle de la protéine ADK humaine en 1998 
[159]. La forme active de l’ADK est un monomère (figure 22). Il est composé d’un large domaine 
sandwich αβα, constitué de neuf feuillets β et dix hélices α, formant le site de liaison à l’adénosine et 
l’ATP et le cœur catalytique, et d’un petit domaine formé par cinq feuillets β, flanqués de deux hélices 
α, formant une « coiffe » par-dessus le site actif de l’enzyme [157, 159]. Les deux extrémités N- et C- 
terminales sont situées au niveau du domaine αβα. Un second site de liaison avec une plus faible affinité 
pour l’adénosine joue le rôle de régulation.  
(b) Mécanisme  
La liaison de l’adénosine à l’enzyme ADK dans sa conformation ouverte, entraîne une rotation 
de 30° du domaine « coiffe » au-dessus du site catalytique. Ceci permet la séquestration de l’adénosine 
et la formation du site de liaison à l’ATP. La liaison de ce dernier engendre un nouveau changement de 
structure en conformation fermée permettant le transfert de phosphate de l’ATP à l’adénosine en utilisant 
un ion Mg2+. Après retour à la conformation ouverte, les ADP et AMP néo-formés peuvent être libérés.  
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(c) Substrats et régulation 
Pour une réaction optimale, le substrat donneur de phosphate est préférentiellement l’ATP. 
Cependant, plusieurs autres composants, comme le GTP, peuvent les remplacer dans la réaction 
catalytique [160].  
En plus de l’adénosine, les nucléosides et leurs analogues étant efficacement phosphorylés par 
cette enzyme différent généralement de l’adénosine en 2-, 6-, 7-, 8- et 9- de la base purine [161]. De 
plus, il existe un certain nombre de substrats, pouvant se fixer sur le site de liaison à l’adénosine, mais 
n’entraînant pas de changement de conformation, ce sont les inhibiteurs compétitifs [162]. Certaines de 
ces molécules sont utilisées en cliniques et seront détaillées dans la partie II. 
Physiologiquement, de nombreux métabolites régulent l’activité de l’enzyme ADK [163]. 
L’adénosine elle-même, en concentration supérieure aux conditions physiologiques (en cas de stress 
cellulaire par exemple), affecte son activité enzymatique. Cette propriété régulatrice fait intervenir le 
second site de liaison à l’adénosine. L’activité enzymatique dépend également de la concentration 
cellulaire en AMP, mais ce dernier agit de manière compétitive sur le site de liaison à l’adénosine et 
non-compétitive sur le site de l’ATP.  
(d) Distribution 
Il existe deux isoformes intracellulaires chez les mammifères, mais de taille et de sublocalisation 
cellulaire différentes [164]. L’isoforme longue, plus longue de vingt et une acides aminées, est nucléaire, 
alors que l’isoforme courte est cytosolique. Ces deux isoformes sont fortement exprimées dans le rein, 
le foie, les poumons et le pancréas. Cependant, l’isoforme longue est exprimée de manière dominante 
dans le cerveau et elle est la seule exprimée dans le cœur et les muscles. L’isoforme courte est, quant à 
elle, exprimée majoritairement dans la rate et le thymus.  
(4) Xanthine Oxydase – XO 
La xanthine oxydase (XO) est une métalloflaoprotéine homodimérique, qui convertit en deux 
étapes l’hypoxanthine en xanthine, puis en acide urique à l’aide d’une molécule d’O2 [165]. Elle est 
fortement exprimée dans les cellules épithéliales intestinales, hépatiques et en plus faibles quantités dans 
le cerveau, l’œil et les poumons [166]. Elle peut également être sécrétée en grande quantité dans le lait 
maternel humain et animal [166, 167] et dans le sang [168]. Cette enzyme est impliquée dans de 
nombreux processus physiologiques [169] comme la prolifération et la mort cellulaire [170], dans 
l’immunité [166], mais également dans des pathologies humaines comme les maladies cardio-
vasculaires [171] et le diabète [172]. Cette enzyme a également un rôle protecteur dans divers types de 
cancer [173]. 
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Figure 23: Métabolites naturels transportés par les transporteurs de nucléotides (CNT et ENT). D’après 
[174].  
 
Figure 24: Structure des transporteurs CNTs. (A) Topologie d’un monomère CNT2 humain. Chaque domaine 
est indiqué et représenté d’une couleur différente. Les sous-domaines impliqués dans le transport sont indiqués 
dans des triangles rose et bleu. (B) Structure trimérique de la protéine CNT bactérienne, vue de la surface 
membranaire. Les couleurs correspondant à chaque domaine sont les mêmes que dans le panel (A). Le nucléoside 
(ici uridine) et le cation (ici Na+) liés sont représentés en boules de couleur. D’après [174].  
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d) Transporteurs  
L’adénosine, qui est présente en forte concentration dans l’espace extracellulaire aussi bien qu’à 
l’intérieur de la cellule, ne diffuse pas librement à travers la membrane. Elle va emprunter deux sortes 
de transporteurs de nucléosides spécifiques, appelées soit concentratifs (CNT), soit équilibratifs (ENT) 
[174]. 
(1) Transporteur de nucléosides concentratif – CNT 
Les transporteurs de nucléosides concentratifs (CNT) permettent l’entrée spécifique des 
nucléosides à travers la membrane plasmique, à l’aide d’un cation. Chez l’homme, il existe trois gènes 
nommés SLC28A1 à 3, codant pour les trois protéines CNT1 à 3 [174].  
(a) Substrats 
Chez l’homme, les trois CNTs transportent des nucléosides physiologiques (figure 23), mais 
également des analogues thérapeutiques anti-viraux ou anti-cancereux [174].  
Les trois transporteurs CNTs transportent l’uridine, mais possèdent des préférences différentes 
pour les autres nucléosides. CNT1 est plus sélectif pour les nucléosides pyrimidines, et faiblement pour 
l’adénosine, CNT2 pour les nucléosides purines et CNT3 pour les deux types de nucléosides (figure 23). 
Afin de bloquer le transport des nucléosides vers l’intérieur de la cellule, plusieurs inhibiteurs ont 
été synthétisés à partir de l’uridine [174, 175]. Cependant, jusqu’à présent, aucun inhibiteur à très forte 
affinité pour ces transporteurs n’est connu.   
(b) Structure 
A ce jour, la structure des transporteurs CNT humains n’a pas été déterminée par cristallographie. 
Cependant, les études mécanistiques et structurales de ces protéines sont basées sur la structure connue 
du transporteur CNT bactérien Vibrio cholerae liée à l’uridine et au sodium [176], ainsi que sur des 
études fonctionnelles de protéines humaines mutantes exprimés à la surface d’ovocytes de xénope [177-
179] (figure 24). 
Le transporteur bactérien est homo-trimérique [176]. Chaque monomère contient huit domaines 
trans-membranaires (1-8), trois hélices parallèles à la membrane (IH1-3) et trois hélices formant des 
épingles à l’intérieur de la membrane (HP1 et 2) (figure 24). Le domaine N-terminal est cytoplasmique 
alors que le C-terminal est extracellulaire. Les protéines humaines possèdent une extension en N-
terminal de trois domaines TM (A, B et C), mais qui ne seraient pas nécessaire à l’activité de transport 
[180]. 
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Figure 25: Représentation des transporteurs ENT de mammifère. Les domaines transmembranaires sont 
numérotés de 1 à 11. D’après [181]. 
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Les domaines TM 1, 2, 3 et 6 ainsi que IH1 constituent le domaine « squelette », entourant le 
domaine « transport » qui, lui est subdivisé en deux sous-domaines. Le premier est composé des 
domaines IH2, HP1, TM 4 et 5, et le second des domaines IH3, HP2, TM7 et 8. Les résidus contribuant 
au passage des nucléotides appartiennent aux deux sous-domaines, et font intervenir les domaines HP1 
et 2, TM4 et 7. Le site de liaison au sodium, quant à lui, fait intervenir les domaines HP1 et TM4.  
(c) Mécanisme 
Le mécanisme de transport des nucléosides par ces transporteurs ferait intervenir plusieurs 
conformations : une où le site de liaison aux nucléosides serait inaccessible et caché dans la membrane 
plasmique et une autre où le site de liaison serait entièrement accessible [176]. La liaison et le relargage 
des nucléosides entraineraient la transition entre ces différentes conformations. Cependant, la nature de 
ces transitions n’est pas claire.  
L’entrée de nucléosides fait intervenir un ion Na+ qui, lorsqu’il se lie au transporteur, va 
augmenter l’affinité pour le nucléoside. Le cation sera cotransporté avec le métabolite à travers la 
membrane. Le transporteur CNT3 est le seul qui peut également utiliser H+ seul, ou avec Na+ [182].  
(2) Transporteur de nucléosides équilibratif - ENT 
Les transporteurs de nucléosides équilibratifs (ENT) permettent le transport spécifique des 
nucléosides et nucléobases de manière bidirectionnelle à travers les membranes. Chez l’homme, il existe 
quatre gènes nommés SCl29A1 à 4, codant pour quatre protéines ENT1 à 4.  
(a) Substrats 
Chez l’homme, les quatre ENTs transportent des nucléosides physiologiques et des analogues 
thérapeutiques, mais également des nucléobases différentes (figure 23) [181]. Les ENT1, 2 et 3 peuvent 
transporter tous les nucléosides, alors qu’ENT4 peut transporter exclusivement de l’adénosine. Le 
transporteur ENT2 et très faiblement ENT1, peuvent également reconnaitre les nucléobases comme 
l’hypoxanthine, l’adénine, la thymine, l’uracile, la guanine et la cytosine (exclusivement ENT2). Parmi 
les nucléobases, ENT3 ne peut transporter uniquement l’adénine. De plus, comme pour les transporteurs 
CNTs, les ENTs sont perméables à des drogues synthétiques anti-virales. 
(b) Structure 
Les transporteurs ENT sont composés de onze domaines transmembranaires (TM 1 à 11) (figure 
25). Les protéines humaines n’ont pas été cristallisées, cependant, des études de mutagenèse réalisées 
avec les protéines humaines et de rat ont permis d’établir différentes propriétés [177, 181]. Les domaines 
TM 1 à 6 joueraient un rôle dans le transport des nucléosides, alors que les domaines TM 5 et 6 seraient 
impliqués dans le transport des nucléobases [181]. De plus, les résidus présents dans les domaines TM  
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Figure 26: Expression des transporteurs de nucléosides CNT et ENT chez l’adulte. Le niveau d’expression de 
chaque transporteur dans les différents organes est représenté par un code couleur : fort en rouge, moyen en orange, 
faible en jaune et nul en gris. Ce schéma est basé sur les résultats obtenus chez l’homme et le rat [174, 181, 183-
186]. 
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1, 8 et 11 seraient importants pour le site de liaison aux inhibiteurs et les domaines TM 2, 4, 5, 7 et 8 
pour la translocation des substrats et/ou la liaison au NBMPR (Nitrobenzylthioinosine) [177].  
(c) Mécanisme 
Les transporteurs ENT1 et ENT2 transportent leur substrat par diffusion facilitée, mais le 
mécanisme de transport des ENT3 et 4 n’est pas clair et pourrait faire intervenir la liaison d’un proton 
[174].  
(3) Distribution 
Les transporteurs de nucléosides possèdent une large répartition à la surface des cellules des 
différents tissus (figure 26) [174, 181, 185], cependant les transporteurs CNT3 et ENT3 présentent la 
plus large distribution [181, 184]. Ces derniers sont également exprimés dans les compartiments 
intracellulaires. CNT3 aurait un rôle au niveau du réticulum endoplasmique [187], alors qu’ENT3 
transporte ses substrats à travers les membranes lysosomales [188] et mitochondriales [189]. 
II- Rôle de l’adénosine extracellulaire 
La complexité de la voie de signalisation de l’adénosine rend l’étude du rôle de cette purine 
extracellulaire difficile. En effet, comme pour toute molécule de signalisation, il faut prendre en 
considération les récepteurs assurant la transmission du signal extracellulaire. Mais, il faut aussi 
considérer les différentes enzymes listées dans le paragraphe précédent impliquées dans la génération et 
la dégradation de cette purine et donc modulant sa disponibilité dans l’espace extracellulaire.  
Ainsi, les fonctions de l’adénosine extracellulaire ont été démontrées par différentes études 
fonctionnelles des membres intervenant dans sa voie de signalisation. Ces études, initialement réalisées 
chez les mammifères, consistent essentiellement en la perturbation de l’expression de ces acteurs in vivo 
ou in vitro par des méthodes génétiques, soit par génération de modèles knock-out ou knock-down, soit 
par surexpression. Des approches pharmacologiques ont également été utilisées in vitro, ex vivo sur des 
coupes de cerveau ou in vivo, notamment chez le rat. Ces approches sont plus rapides et simples, mais 
reposent sur la spécificité des agonistes et antagonistes utilisés.   
A. A l’âge adulte 
Comme détaillé dans le paragraphe précédent, les différents acteurs de cette voie de signalisation 
sont exprimés dans tous les tissues et organes, souvent de manière chevauchante, chez le vertébré adulte. 
Ainsi, il n’est pas surprenant que l’adénosine extracellulaire soit impliquée dans la régulation des 
fonctions physiologiques de nombreux organes et types cellulaires. Son rôle chez l’adulte a été 
largement étudié et démontré dans le système nerveux [190], l’immunité et l’inflammation [191, 192],  
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Figure 27: Rôle de l’adénosine dans le système nerveux central. Les fonctions cérébrales sont en bleu, les 
dysfonctionnements en rouge et les maladies en orange. ADO : adénosine. D’après [193]. 
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le foie [194], le système urinaire [195], la différenciation cellulaire, la régénération tissulaire [196], etc. 
De plus, il est maintenant admis que l’adénosine extracellulaire est impliquée dans de nombreuses 
pathologies, telles que les maladies neuronales [59], les cancers [197, 198], le diabète [57], etc. Cette 
liste n’est pas exhaustive et pour cette raison, seulement quelques-unes des nombreuses fonctions de 
l’adénosine extracellulaire seront présentées ici 
1. Physiologie et pathophysiologie du système nerveux 
L’adénosine est un des neuromodulateurs les plus importants et répandus dans le cerveau. Son 
implication dans la physiologie cérébrale a été reconnue avant celle de l’ATP, grâce notamment à des 
études électrophysiologiques menées sur des coupes de cerveau [199]. ADORA1 est le récepteur le plus 
retrouvé dans le cerveau, alors qu’ADORA2a n’est exprimé fortement que dans certaines régions du 
cerveau, telles que le striatium et les tubercules olfactifs [200]. Les deux autres récepteurs ADORA2b 
et 3 ne sont que faiblement exprimés dans le cerveau, même si leur profil d’expression semble être 
ubiquitaire. Les récepteurs ADORA3 ont toutefois été localisés dans les terminaisons nerveuses au 
niveau de l’hippocampe [201].     
Les sources d’adénosine dans l’espace extracellulaire sont multiples. Comme exposé 
précédemment, l’adénosine dans l’espace extracellulaire du système nerveux est généré via l’hydrolyse 
de l’ATP extracellulaire, lui-même libéré par les neurones ou les cellules gliales par exocytose ou via 
des canaux de type « gap junctions » ou par des transporteurs spécifiques de type ENT. Cependant, il a 
été démontré que des neurones et cellules gliales peuvent également sécréter directement l’adénosine 
[202]. Ces différents types de génération d’adénosine dans l’espace extracellulaire peuvent se produire 
ensemble, comme démontré récemment dans l’hippocampe [202].  
L’adénosine a globalement un effet inhibiteur sur l’activité cérébrale. En effet, elle entraîne la 
sédation, des effets anti-épileptiques et anti-anxiété et nuit à l’apprentissage et à la mémoire à travers 
l’activation des différents récepteurs ADORA [190, 193] (figure 27). Ces effets sont dus à l’inhibition 
de la libération de neurotransmetteurs des terminaux synaptiques et à la réduction de l’influx calcique 
en réponse aux potentiels d’action [203]. En effet, le récepteur ADORA1 est couplé à l’activation des 
canaux potassium et à l’inhibition des canaux calcium conduisant à l’inhibition de l’activité neuronale. 
Ces récepteurs sont liés à l’inhibition de plusieurs, si ce n’est de tous les neurotransmitteurs, tels que le 
glutamate, le GABA, l’acétylcholine, la dopamine et la sérotonine. Toutefois, l’action inhibitrice 
majeure est sur la transmission glutaminergique. Les récepteurs ADORA2a sont liés à l’activation de 
l’adénylate cyclase et faciliteraient le relargage de neurotransmitteurs. Enfin, ces récepteurs ADORA 
peuvent interagir avec les récepteurs GABAB et dopaminergiques de type D1 et D2.  
L’adénosine est responsable du cycle sommeil/éveil de manière antagoniste à l’ATP [204]. 
L’adénosine serait un facteur de sommeil et aurait un rôle neuroprotecteur contre l’épuisement  
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Figure 28: Schéma de régulation des effets du sommeil et de l’éveil par l’adénosine. Les différentes zones du 
cerveau impliquées sont indiquées. Les triangles bleus représentent les récepteurs ADORA1, les étoiles bleues les 
récepteurs ADORA2a et les carrés roses les récepteurs GABAergiques. L’augmentation des concentrations en 
adénosine après une période d’éveil peut inhiber le circuit subcortical pro-éveil (en vert) via les récepteurs 
ADORA1 et stimuler le circuit pro-éveil (en rouge). L’activation des récepteurs ADORA2a dans le VLPO inhibe 
les récepteurs GABAergiques des structures ciblées stimulant l’éveil, et permet de passer de l’état d’éveil au 
sommeil. Au début du sommeil, les neurones du sommeil présents dans le VLPO sont activés par l’horloge 
circadienne localisée dans le SCN. La stimulation des récepteurs ADORA1 dans le VLPO induit des insomnies. 
BFB: cerveau antérieur basal ; Cortex ;  DRN : noyau raphé ; LC : locus coeruleus ; LDT: noyau tegmental 
latérobasal ; LH: hypothalamus postérieur latéral; PPT: noyau tegmental pedonculopontine ; SCN: noyau 
suprachiasmatique ; Thal: thalamus ; TMN: noyau tuberomammalien ; VLPO: aire préoptique ventrolatéral. 
D’après [190].  
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énergétique [205]. Lors d’une augmentation du métabolisme et de l’activité neurale, c’est-à-dire pendant 
une période circadienne active, la concentration en adénosine extracellulaire augmente et diminue lors 
d’une période inactive [206]. De plus, l’administration de la caféine, qui est un antagoniste des quatre 
récepteurs ADORA, provoque une excitation cérébrale et une perte de sommeil [193]. Des études 
génétiques et pharmacologiques  affectant l’expression ou l’activité des enzymes impliquées dans le 
métabolisme de l’adénosine ont démontré l’implication de ces protéines dans les différentes phases du 
sommeil.  Le sommeil est caractérisé par la succession de plusieurs cycles qui se répètent durant la nuit 
et composés de plusieurs phases : la première, la plus longue, est la phase dite lente caractérisée par des 
activités lentes sur des enregistrements cérébraux, qui comprend, entre autre, les phases de sommeil 
léger, de sommeil profond et très profond. La seconde est la phase de sommeil paradoxal, caractérisée 
par des mouvements oculaires rapides provoqués par les ondes du cerveau. La troisième, très courte, est 
la phase intermédiaire, débouchant sur un nouveau cycle ou sur le réveil. Les souris sur-exprimant 
l’enzyme Adk de façon constitutive restent plus longtemps éveillées et passent moins de temps en 
sommeil lent et surtout en sommeil paradoxal [207]. A contrario, les rats traités avec la molécule ABT-
702 inhibitrice de cette enzyme ont une durée de sommeil profond plus longue [208]. De même, 
l’administration de l’inhibiteur conformycin de l’enzyme Ada augmente la durée du sommeil léger chez 
le rat [209]. Chez l’homme, des individus porteurs du polymorphisme du gène ADA affectant le 
nucléotide 22 (G modifié en A) entrainant une diminution de l’activité enzymatique ADA, dorment plus 
longtemps dans la phase de sommeil profond [210]. Ces études montrent donc le rôle direct de 
l’adénosine dans l’homéostasie du sommeil. Les récepteurs ADORA impliqués dans ce processus sont 
les récepteurs ADORA1 et ADORA2A [190]. Les effets de leur activation ou inhibition analysés lors 
d’études électrophysiologiques ont permis de mieux comprendre le mécanisme d’action de la voie de 
signalisation de l’adénosine lors des phases de sommeil/éveil (figure 28).  
L’adénosine extracellulaire module les mécanismes de plasticité synaptique, permettant 
l’apprentissage et la mémoire, ainsi que les émotions. L’absence des récepteurs Adora1 ou Adora2a 
entraîne une augmentation de l’anxiété et de l’agressivité chez la souris [211, 212]. Des souris mutantes 
pour le transporteur Ent1 (Slc29a1) ou pour lesquelles l’expression de ce gène est inhibée sont moins 
anxieuses lors du test « elevated plus maze » [213]. De façon intéressante, des polymorphismes affectant 
le gène ADORA2a ont été corrélés avec le trouble panique [193]. L’adénosine est également impliquée 
dans d’autres comportements comme la locomotion, l’alimentation [190]. De plus, la phosphatase acide 
prostatique (PACP) est impliquée dans la suppression de la douleur par la production d’adénosine [138]. 
L’adénosine est aussi impliquée dans les pathologies neuronales, notamment dans les maladies 
neurodégénératives [190]. Des analyses post-mortem de patients atteints de la maladie d’Alzheimer ont 
révélé la co-localisation du récepteur ADORA1 avec la -amyloide, peptide constituant les plaques 
amyloïdes de ces malades. De plus, l’activation de ce récepteur dans des cellules de neuroblastome  
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Figure 29: La voie CD39/CD73 module l’activité des cellules T régulatrices. Suite à une blessure tissulaire et à 
la libération d’ATP, l’activation des récepteurs des cellules T (TCR) exprimés à la surface des cellules T 
régulatrices (T reg), induit l’activité de la protéine NTDase1 (CD39). L’augmentation de cette activité facilite la 
génération péricellulaire d’adénosine, facteur anti-inflammatoire qui inhibe les fonctions immunitaires des cellules 
T effectrices par l’intermédiaire des récepteurs ADORA2a. De plus, la génération d’adénosine renforce l’activité 
immunosuppréssive des cellules T régulatrices et stimule leur expansion.  D’après [192].  
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activerait la formation de ce peptide. Dans le cas de la maladie de Parkinson, c’est le récepteur 
ADORA2a qui, de par son interaction avec le système dopaminergique, serait impliqué dans la 
pathophysiologie de la maladie. Des antagonistes de ce récepteur, BILBO14 et ST-1535, sont d’ailleurs 
en tests cliniques phase I et phase II.  Bien que l’expression de ce même récepteur soit altérée dans des 
modèles animaux ou dans des cellules sanguines circulantes de patients atteints de la maladie de 
Huntington, les quelques études pharmacologiques ou physiologiques n’ont pas permis de conclure sur 
l’implication du récepteur ADORA2a dans cette maladie. L’implication de ces mêmes récepteurs, 
ADORA1 et ADORA2a, a été également démontrée dans les cas de désordres psychiatriques, telles que 
la schizophrénie, de migraines, d’épilepsie et des troubles de la douleur. Enfin l’adénosine possède une 
propriété antidépresseur impliquant l’activation de ces récepteurs [214]. 
2. Immunité et inflammation 
Le rôle de l’adénosine dans l’immunité et l’inflammation a été particulièrement mis en évidence 
par les fonctions assurées par les enzymes impliquées dans son métabolisme. En particulier, l’ecto-
enzyme CD73 (ou NT5E) est un marqueur de la maturation des lymphocytes et est co-exprimé à la 
surface des cellules T régulatrices avec l’ectonucléotidase NTPDase1/CD39 qui hydrolyse l’ATP et 
l’ADP en AMP (figure 29). La coopération de ces deux enzymes permet la formation d’adénosine, 
facteur anti-inflammatoire inhibant la prolifération des lymphocytes T, l’activation des mastocytes et la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires [32, 86, 192, 215, 216]. Ces propriétés anti-inflammatoires 
s’effectuent principalement par l’intermédiaire du récepteur ADORA2a, principal ADORA récepteur 
exprimé sur les lymphocytes [217]. Cependant, les quatre récepteurs ADORA sont présents à la surface 
de toutes les cellules de l’immunité et régulent ainsi les réponses immunitaires innées et adaptatives. Le 
récepteur ADORA2B est présent, avec le récepteur ADORA2a, sur les cellules présentatrices 
d’antigènes et influence l’activation lymphocytaire. Les récepteurs ADORA2a, 2b et 3 sont exprimés à 
la surface des macrophages et leur activation régule la sécrétion de cytokinesAinsi, la stimulation du 
récepteur ADORA2b entraîne la diminution de la sécrétion de l’IL-12, mais aussi du TNF [218]. Le 
récepteur ADORA3, très exprimé à la surface des mastocytes, a également été impliqué dans les 
réponses pro et anti-inflammatoires [219].   
La pathologie SCID pour « Severe Combined Immunodeficiency Disease » chez l’homme ou 
chez la souris est causée par une déficience en ADA [146]. En effet, l’accumulation des substrats de 
l’enzyme (adénosine et 2’deoxyadénosine) dans les lymphocytes B et T entraîne une sévère 
lymphopénie par apoptose et une immunodéficience. De manière intéressante, la déficience en PNP chez 
l’homme et chez la souris également entraine une immunodéficience avec une réduction des 
lymphocytes T due à une altération de la différenciation thymocytaire [220].  
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Figure 30: Schéma simplifié d’un rein de mammifère et expression des acteurs de la voie de signalisation le 
long des différents segments. Les différents segments du rein sont représentés et les protéines dont la localisation 
est connue sont indiqués. D’après [125, 221-223].  
 
Figure 31: Schéma du rétrocontrôle tubuloglomérulaire – rôle de l’adénosine. 1- Représentation des tissus 
impliqués. Les flèches noires représentent le trajet du filtrat glomérulaire. La flèche rouge correspond au trajet de 
l’information de vasoconstriction et la flèche bleue à celui de la libération de rénine. Les cellules granulaires 
productrices de rénines sont représentées en vert. 2- Représentation de l’agrandissement du rectangle de (1). La 
concentration en sel est détectée par les cellules de la macula densa, grâce au transporteur  Na+/K+/2Cl− (NKCC2) 
(A), entraînant la libération directe (B) ou indirecte (C) d’adénosine. L’activation des récepteurs  ADORA1 (D) 
entraîne l’augmentation de la concentration en Ca2+ des cellules mésangiales extra-glomérulaires qui va se 
propager aux cellules vasculaires musculaires lisses et granulaires productrices de rénine via des jonctions gap (E). 
Ceci permet la vasoconstriction des artérioles efférentes et la diminution de la sécrétion de rénine. Les récepteurs 
ADORA2a et ADORA2b modulent également le rétrocontrôle tubuloglomérulaire. Ces deux récepteurs sont 
exprimés dans les artérioles afférentes et ont un effet vasodilatateur antagoniste à celui du récepteur ADORA1 
[30, 224].   
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3. Physiologie du rein et pathophysiologies rénales   
Le rein assure trois fonctions principales : l’élimination des déchets, la production d’hormones et 
la régulation des quantités d’électrolytes et d’eau dans l’organisme. Le sang des artérioles afférentes est 
filtré dans le glomérule. Le filtrat entre dans les tubules proximaux, passe par les tubules intermédiaires, 
puis distaux, où il va subir, au fur et à mesure, un appauvrissement en sels et eau par réabsorption, 
jusqu’à l’excrétion finale des déchets restants via le tubule collecteur (figure 30). Un grand nombre 
d’acteurs de la voie de signalisation de l’adénosine sont présents dans tous les segments du rein, avec 
toutefois un enrichissement dans les structures proximales (figure 30).   
L’adénosine est impliquée dans la régulation du taux de filtration glomérulaire [195] (figure 31). 
En effet, le récepteur ADORA1 [225], ainsi que l’ectonucléotidase CD73 (NT5E) [226] sont 
indispensables au rétrocontrôle tubuloglomérulaire (TGF), réponse vasculaire des artérioles du néphron 
entrainée par le changement de taux de filtration glomérulaire. Cette réponse est entièrement inhibée 
dans des souris KO Nt5e, dont les récepteurs ADORA1 sont bloqués [227]. L’adénosine agit comme un 
médiateur du rétrocontrôle tubuloglomérulaire [195] (figure 31). L’ATP et l’adénosine sont libérées par 
les cellules de la macula densa en réponse à une augmentation de la concentration en NaCl ou potassium 
dans la lumière des tubules rénaux. Ces deux molécules sont libérées dans l’espace extracellulaire reliant 
les tubules rénaux au glomérule. L’enzyme CD73 présente à la surface des cellules mésangiales extra-
glomérulaires permet de finaliser la formation de l’adénosine à partir de l’ATP. L’adénosine est ensuite 
reconnue par les récepteurs ADORA1, entrainant une activation des cellules musculaires lisses 
vasculaires et donc la vasoconstriction artériolaire [228], ainsi que l’inhibition de la sécrétion de rénine 
[229]. Par conséquent, la pression et le taux de filtration glomérulaire diminuent. L’implication du 
transporteur ENT1 a également été démontré dans la régulation du taux de filtration glomérulaire, car 
son absence constitutive chez la souris entraîne une augmentation du niveau d’adénosine circulant par 
manque de réabsorption et donc une inhibition de la réponse TGF [223]. 
L’adénosine régule aussi l’activité des tubules proximaux où les récepteurs ADORA1 et 
ADORA2a sont exprimés (figure 30 et 31) [230, 231]. Chez le lapin, le récepteur ADORA1 régule le 
co-transport Na+-3HCO3− [232] et chez le cochon, l’activité de la pompe Na+-ATPase est stimulée par 
l’activation des récepteurs ADORA2a [233], régulant ainsi la réabsorption du sodium. Enfin, les 
récepteurs ADORA1 et ADORA2 sont aussi impliqués dans la réabsorption du Mg2+ au niveau des 
tubules distaux [234].  
L’implication de l’adénosine dans certaines pathologies rénales a été démontrée. L’activation des 
récepteurs ADORA2b, en induisant la production d’IL-6, contribue à la fibrogenèse rénale [235], alors 
qu’elle protègerait le rein des lésions aigues, via ADORA2a, par inhibition des neutrophiles  et des 
cellules dendritiques [236, 237]. L’adénosine extracellulaire joue un rôle anti-inflammatoire dans 
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Figure 32: Représentation simplifiée de la formation et du rôle de l’adénosine dans le cœur et les vaisseaux. 
L’adénosine est généré par les nucléotidases intra- ou extracellulaire (CD39 en violet et CD73 en bleu foncé à la 
surface cellulaire) et intéragit avec les quatre sous-types de récepteurs ADORA représentés en rouge (ADORA1), 
orange (ADORA2a), vert (ADORA2b) et bleu (ADORA3) à la surface cellulaire. Les différents types cellulaires, 
ainsi que le rôle de l’adénosine sont indiqués. PMN : leucocyte polymorphonucléaire ; VSM : muscle lisse 
vasculaire. D’après [238].  
 
 
 
 
 
69 
 
les glomérolonéphrites, car l’administration d’un inhibiteur de la réabsorption de l’adénosine atténue 
cette pathologie chez la souris [239]. L’activation des récepteurs ADORA2a serait aussi un traitement 
pour les inflammations du rein provoquées par les macrophages [240]. L’adénosine protège les rats 
diabétiques des néphropathies, car l’administration de l’agoniste NECA entraîne des effets 
hypoglycémiques et antioxydants et en réduisant l’expression des cytokines pro-inflammatoires [241]. 
L’antagoniste tonapofylline est utilisé en clinique pour traiter les insuffisances rénales ([242] et 
ClinicalTrials.gov). 
4. Physiologie et pathologies du système cardiovasculaire  
L’effet de l’adénosine sur le système cardiaque a été un des premiers à être décrit. Les rôles 
cardiovasculaires de l’adénosine sont multiples, avec l’expression des quatre récepteurs détectés dans le 
cœur ainsi qu’au niveau des vaisseaux sanguins (figure 32). L’adénosine régule ainsi la contraction 
myocardique, le rythme cardiaque, le tonus vasculaire coronaire ainsi que la croissance vasculaire et 
cardiaque. Les récepteurs ADORA2a et ADORA3 sont également impliqués dans la régulation de la 
pression sanguine [211, 243].  
L’adénosine a été largement étudiée comme agent cardioprotecteur et un intérêt grossissant s’est 
tourné vers cette purine comme agent thérapeutique dans des cœurs ischémiques. Par exemple, la 
génération de souris knock-out pour l’enzyme CD73 (NT5E) a montré les propriétés de cardioprotection 
de l’adénosine suite à une ischémie, par l’intermédiaire du récepteur ADORA2a [244]. L’adénosine est 
également impliquée dans des pathologies cardio-vasculaires. L’apadenoson est l’agoniste le plus 
sélectif pour ADORA2a et est utilisé en clinique pour traiter les pathologies cardiovasculaires [245]. De 
plus, une sur-expression du récepteur Adora1 chez la souris provoque des cardiomyopathies [246]. 
L’antagoniste tonapofylline, sélectif pour ADORA1, est utilisé en clinique dans le cas d’insuffisance 
cardiaque ([247] et ClinicalTrials.gov). 
5. Prolifération et différenciation des cellules souches  
De nombreuses évidences ont récemment démontré l’importance de la voie de signalisation 
purinergique, notamment celle de l’adénosine dans la régulation de la prolifération, différenciation et 
mort des cellules souches et progénitrices. Une grande partie des études a clairement démontré 
l’implication de l’ATP et des récepteurs P2 lors de la prolifération et différenciation neuronale. 
Cependant, l’adénosine est également impliquée dans ces processus et joue un rôle ambivalent dans la 
neurogenèse [248]. En effet, l’adénosine peut soit stimuler la prolifération des cellules progénitrices 
neurales in vitro par l’intermédiaire du récepteur ADORA1 et de la voie MEK/ERK et Akt [249], soit 
l’inhiber en faisant intervenir le récepteur ADORA2a [250]. L’adénosine est également impliquée dans 
la différenciation neuronale [251]. Elle stimule la formation de neurones à partir de culture de cellules 
progénitrices neurales. En contrepartie, l’activation du récepteur ADORA1 inhibe la croissance 
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Figure 33: Le rôle de l’adénosine dans le microenvironnement et la progression tumorale. L’adénosine 
participe à la création d’un microenvironnement tumoral immunotolérant par la régulation des fonctions des 
cellules immunitaires et inflammatoires, comme les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules 
suppresseurs dérivées myéloïde, les cellules T et « natural killer » (NK). L’adénosine régule aussi la croissance et 
la dissémination du cancer en interférant avec la prolifération, l’apoptose et l’angiogenèse des cellules cancéreuses, 
via les récepteurs ADORA (A1, A2a, A2b et A3), exprimés à leur surface ainsi qu’à celle des cellules endothéliales. 
Les tumeurs solides expriment un haut niveau de CD39 et CD73, ainsi qu’un faible niveau de transporteurs 
nucléosidiques (NT), d’adénosine deaminase (ADA) et de son cofacteur CD26, qui augmentent la signalisation de 
l’adénosine dans l’environnement du cancer. TH1: T helper 1; Treg: T régulateur ; VEGF: « Vascular Endothelial 
Growth Factor”. D’après [252]. 
 
71 
 
des axones par l’intermédiaire des kinases Rho [253]. L’activation des récepteurs ADORA2a par un 
agoniste spécifique montre des signes d’astrogliose dans le cortex du rat [254]. L’adénosine inhibe la 
prolifération des cellules de Schwann et des cellules précurseurs d’oligodendrocytes (OPC) induite par 
le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) via la stimulation des récepteurs Adora2a [255-
257]. En revanche, l’adénosine stimule leur différenciation cellulaire en oligodendrocytes prémyelinisés 
[257] et l’activation des récepteurs ADORA1 induit la migration des OPC [258]. 
L’adénosine est aussi impliquée dans la prolifération et/ou la différenciation d’autres types de 
cellules souches. L’adénosine produite par les cellules stromales de la moelle osseuse régulerait la 
différenciation des cellules souches en cellules osseuses par l’intermédiaire du récepteur ADORA2b 
[259]. In vitro, l’adénosine stimule l’effet des facteurs de croissance et des cytokines libérées par les 
granulocytes et macrophages, sur la prolifération et la différenciation des cellules souches 
hématopoïetiques de la moelle osseuse [260]. L’adénosine stimule également la migration et 
prolifération des cellules épithéliales, ainsi que l’angiogenèse via les récepteurs ADORA2a [261-263].   
6. Cancer  
De nombreuses données récentes impliquent la voie de signalisation de l’adénosine dans le 
cancer. L’enzyme CD73 est surexprimée dans divers types de cancers chez l’homme et la souris et est 
impliquée dans le contrôle de la progression tumorale [264]. In vitro, la CD73 facilite l’adhésion, la 
migration et l’invasion des lignées cellulaires cancéreuses du sein via la production d’adénosine [265]. 
Les récepteurs ADORA sont également surexprimés dans les cellules tumorales [266-268]. Ainsi, 
l’adénosine est trouvée en concentrations élevées dans les tumeurs solides et favorise la croissance 
tumorale en stimulant l’angiogenèse tumorale et en inhibant les réponses immunes anti-tumorales [197, 
269, 270] (figure 33). 
L’adénosine régule l’activation, la différenciation et la maturation des cellules phagocytaires 
mononuclées induites par les tumeurs (macrophages, monocytes et cellules dendritiques) [192] (figure 
33). En effet, l’adénosine inhibe l’activation des macrophages M1, via les récepteurs ADORA2a, mais 
stimule l’activation des macrophages alternatifs M2, fortement exprimés dans les tumeurs et possède 
des propriétés angiogénétiques, par l’intermédiaire des récepteurs ADORA2b [271]. L’adénosine peut 
également stimuler la production du facteur de croissance pro-angiogénique VEGF (« vascular 
endothelial growth factor ») par les macrophages. L’adénosine régule aussi les fonctions des cellules 
dendritiques [272]. Notamment, à travers l’activation des récepteurs ADORA2b, l’adénosine diminue 
la présentation d’antigènes tumoraux par les cellules dendritiques et la production d’interféron-γ [217]. 
L’adénosine peut stimuler l’expansion de cellules suppresseurs dérivées des cellules myeloïdes par 
l’intermédiaire du récepteur ADORA2a présent à leur surface. Ces cellules sont des cellules myeloïdes 
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immatures et possèdent la capacité de stimuler la croissance tumorale et métastasique en supprimant la 
surveillance immunitaire [273]. 
L’adénosine agit comme un inhibiteur de l’activation des lymphocytes T « Natural killer » (NK) 
dans le microenvironnement des tumeurs solides [274]. L’adénosine produite par les cellules T 
régulatrices (T reg) inhibe non seulement ces cellules NK, mais aussi les cellules T [192] (figure 33). 
En effet, les cellules Treg sont caractérisées par une forte production d’adénosine, nécessaire à leur 
activité immunosuppressive [275, 276]. De plus, l’adénosine active les récepteurs ADORA2a présents 
à la surface des cellules T, entraînant l’inhibition de leur activation [32]. Les fonctions des cellules NK 
sont inhibées par l’adénosine par inhibition du processus d’exocytose granulaire [277] et de leur capacité 
à adhérer aux cellules néoplasiques [278], par l’intermédiaire du récepteur ADORA2a [279].  
Les cellules endothéliales expriment les enzymes CD39 et CD73 permettant la production 
d’adénosine [280] (figure 32). La suppression de leurs activités de manière génétique ou 
pharmacologique entraîne des défauts dans la néo-vascularisation tumorale [30, 281]. En effet, 
l’adénosine présente des propriétés pro-angiogéniques en régulant la production des facteurs anti- et 
pro-angiogéniques dans les cellules néoplasiques, via les récepteurs ADORA2b [282, 283] et ADORA3 
(figure 33) [283, 284]. 
L’activation des récepteurs ADORA2a, 2b et 3 entraîne l’apoptose de certaines cellules 
cancereuses. Cependant, l’adénosine possède des effets opposés sur la croissance cellulaire (figure 33). 
L’activation des récepteurs ADORA1, 2a et 2b stimulent la prolifération cellulaire, alors que les 
récepteurs ADORA3 ont des propriétés anti-tumorales. Les récepteurs ADORA1 et 2a sont impliqués 
dans la prolifération du cancer du sein [285-287] et le récepteur ADORA2b dans celle des cancers 
colorectaux [288] et de la prostate [289]. En revanche, l’administration d’agoniste du récepteur 
ADORA3 (Cl-IB-MECA) inhibe la croissance des métastases osseuses [290]. Ce même agoniste inhibe 
la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques et induit l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose 
[291]. Ces différentes études mettent en avant les propriétés thérapeutiques de cette molécule dans ces 
types de cancer. Le même effet est observé dans des lignées cellulaires cancéreuses pulmonaires [292], 
du foie [293] de fibrosarcomes [294] en utilisant d’autres agonistes du récepteur ADORA3.  
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Figure 34: Profil d’expression temporel connu des acteurs de la voie de signalisation de l’adénosine dans les 
organismes modèles souris, poulet et poisson zèbre au cours des quatre phases l’embryogenèse (segmentation, 
gastrulation, neurulation et organogenèse) et de la croissance (gris foncé). Les flèches épaisses correspondent aux 
informations tirées de publications, les pointillés aux données issus des banques d’EST et les flèches fines aux 
renseignements obtenus dans les atlas. L’expression d’ADA signalée par un astérisque provient de données chez 
le rat. Inspiré de [295], les références sont indiquées dans le texte.  
 
 
Tableau 2 : Expression spatiale connue des acteurs de la voie de signalisation de l’adénosine dans les 
organismes modèles (rongeur, poulet et poisson zèbre). Les références sont mentionnées dans le texte.  
Rongeur Poulet Poisson zèbre
CD73 Mésenchyme (souris) ? ?
EAP Embryon stade 2 et 8 cellules (souris) Non exprimé Non exprimé
TNAP
Cerveau, squelette, ubiquitaire stades 
tardifs (souris)
? ?
A1 Cœur, tissus neraux, rein (rat) Cœur ?
A2a Tissus neuraux (souris) ? Multiple
A2b Tissus neuraux (souris) ? Multiple
A3 Cœur (souris) Cerveau et muscle ?
ADA
Cartilage, tissus immunitaire, duodenum, 
rein, vaisseaux sanguins (rat)
? ?
PNP
Œil, nez, système digestif, rein, peau 
(souris)
? ?
ADK
Cerveau, système digestif, respiratoire, rein, 
vessie, squelette (souris)
? ?
ENT1 Foie (souris) ? ?
ENT2 Non exprimé (souris) ? ?
ENT3 Non exprimé (souris) ? ?
ENT4 Cerveau (souris) ? ?
CNT2 Système digestif (souris) ? ?
CNT3 Système digestif (souris) ? ?
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B. Au cours de l’embryogenèse  
L’implication de l’adénosine dans la prolifération et la différenciation des cellules souches et 
progénitrices suggère que cette molécule joue un rôle au cours du développement embryonnaire. 
Cependant, le rôle de l’adénosine au cours de l’embryogenèse reste très peu étudié et les mécanismes 
impliqués demeurent incompris [295].  
1. Expression 
Plusieurs études ont permis de déterminer l’expression de certains acteurs de la voie de 
signalisation de l’adénosine au cours de l’embryogenèse (tableau 2 et figure 34). La présence de ces 
enzymes ou récepteurs dans des tissus ou organes spécifiques et dans des phases de développement 
précises suggère que l’adénosine peut avoir un rôle au cours de la mise en place de ces tissus.  
L’expression embryonnaire des récepteurs ADORA est la plus étudiée (tableau 2). Les gènes 
Adora1, Adora2a et Adora2b chez les rongeurs [230, 296, 297] et ADORA3 chez le poulet [298] sont 
exprimés dans les tissus neuraux au cours de l’organogenèse. Le récepteur Adora1 est exprimé dans le 
cœur chez la souris [296] et le poulet [299] et dans le rein chez le rat. Le récepteur Adora3 est aussi 
exprimé dans les muscles [300]. Le profil d’expression des récepteurs adora2a et adora2b a été 
déterminé chez le poisson zèbre, montrant deux profils spécifiques pour chaque récepteur [301]. 
L’expression des gènes codant les enzymes Cd73 (Nt5e), Alpl (Tnap) et Eap a également été 
étudiée chez la souris (tableau 2). Le gène Nt5e est exprimé au niveau du mésenchyme [302], Alpl de 
façon spécifique dans les phases précoces du développement, puis de façon ubiquitaire dans les stades 
tardifs, dont dans le squelette et le système nerveux [128, 131, 303] et Eap est exprimé seulement dans 
les phases précoces du développement [303, 304].  
L’activité des enzymes de dégradation de l’adénosine Ada, Pnp et Adk a été étudiée durant le 
développement embryonnaire de la souris entre le début de la gastrulation (stade E7) et la fin de 
l’organogenèse (E13). Le niveau d’activité de ces trois enzymes varie entre ces différents stades. Ceci 
montre qu’Ada, Pnp et Adk sont exprimés et certainement impliquées au cours du développement [305]. 
La localisation de l’adénosine déaminase Ada a été publiée dans quelques stades au cours du 
développement embryonnaire du rat [306]. Lors de la croissance embryonnaire, Ada est exprimée dans 
le cartilage (E15) et dans les tissus immunitaires (stade E17). Dans des stades plus tardifs, cette enzyme 
est détectée dans le duodenum, les tubules rénaux, le foie, les vaisseaux sanguins. Enfin, l’enzyme de 
dégradation de l’adénosine Adk est fortement exprimée de manière ubiquitaire [302].  
Quelques informations concernant l’expression des transporteurs nucléosidiques sont également 
disponibles dans l’atlas transcriptomique obtenu à partir d’embryons de souris en fin d’organogenèse 
(stade E14.5) [302]. A ce stade, Ent1 et Ent4 présentent une forte expression dans le foie et le cerveau, 
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respectivement, alors qu’Ent2 et Ent3 ne sont pas exprimés. Les transporteurs Cnt2 et Cnt3 sont quant 
à eux exprimés dans le tube digestif.  
2. Etudes fonctionnelles 
Les quelques données exposées ci-dessus suggèrent que la voie de signalisation de l’adénosine 
est impliquée lors de l’embryogénèse des vertébrés. Cependant, il a été montré qu’un excès d’adénosine 
est néfaste pour le développement embryonnaire. En effet, l’administration d’adénosine sur des 
embryons bloque leur développement à des stades très précoces : au stade 2-cellules pour la souris [307] 
et au stade 256-cellules pour l’étoile de mer [308].  
Chez la souris, la surexpression du récepteur Adora1 sous le contrôle d’un promoteur cardiaque 
est létale avant la naissance en raison de défauts dans la morphologie et la fonction du cœur [246]. De 
même, la surexpression du récepteur Adora3 sous le contrôle d’un promoteur musculaire lisse, cardiaque 
et squelettique chez la souris provoque une mort des embryons à des stades précoces du développement 
[300]. De plus, chez le poulet, l’activation des récepteurs ADORA1 entraine des malformations au 
niveau de la boucle cardiaque [299]. L’adénosine joue aussi un rôle dans la régulation de la 
vasculogenèse car, chez le poulet, l’activation des récepteurs ADORA par l’administration d’adénosine 
entraîne des défauts dans la croissance vasculaire [309]. Ces résultats suggèrent que l’adénosine est 
impliquée dans le développement du système cardiovasculaire et que l’activation de sa voie de 
signalisation est ici encore néfaste pour un bon développement embryonnaire. 
L’adénosine joue également un rôle dans le développement des muscles. Chez le xénope, 
l’activation des récepteurs adora par administration d’agonistes entraîne des défauts de la formation des 
somites (précurseurs musculaires embryonnaires) [310]. Le blocage de ces récepteurs par des 
antagonistes provoque une désorganisation de l’angiogenèse inter-somitique et de la lymphangiogenèse 
chez l’embryon [311].   
Chez la souris, l’adénosine extracellulaire régule négativement la croissance des membres [312]. 
En effet, l’effet de l’adénosine sur l’évolution d’excroissances digitales développées chez le mutant 
Hmx/+ (pour « Hemimelia-extra toe ») a été étudiée ex vivo au stade 18 de gestation (E12). Ce mutant 
présente des altérations des zeugopode et autopode, conduisant à une réduction des éléments du squelette 
proximal associée à une présence surnuméraire des os métatarsiens et une polydactylie [312]. 
L’administration d’Ada exogène dégradant l’adénosine stimule l’expression de ce gène, alors que 
l’administration d’agoniste de l’adénosine (N6-PIA) l’inhibe.  
Des souris mutantes knock-out ont été générées pour les récepteurs Adora les transporteurs 
nucléosidiques et enzymes de dégradation de l’adénosine. Cependant, bien que l’absence des récepteurs 
ADORA indépendamment entraîne des défauts au niveau de la physiologie du système nerveux [211, 
212], du rein [225] et de l’inflammation [216, 218, 219] chez la souris, aucun effet critique sur le 
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développement n’a été observé. De même, alors que des études fonctionnelles chez des souris déficientes 
en Ent1 suggèrent également un rôle de l’adénosine dans le fonctionnement du système nerveux et de 
la consommation d’alcool, ainsi que dans le fonctionnement rénal [213, 223, 313], aucune anomalie au 
niveau développemental n’a été observée dans ces différentes études. Les souris knock-out pour le 
transporteur Ent4 ne présentent pas de phénotype majeur [314]. Enfin, les souris déficientes en Ada ou 
Adk, présentent une embryogenèse normale, mais développent une lymphopénie sévère (pathologie 
SCID) [315] et une stéatose hépatique [316], entraînant leur mort précocement après la naissance. 
Ces résultats montrent que l’activation anormale de la voie de signalisation de l’adénosine a des 
conséquences dramatiques sur le développement embryonnaire. Ainsi, la concentration extracellulaire 
de l’adénosine doit être régulée de manière stricte lors de l’embryogénèse. Ceci est en accord avec les 
premières données concernant les profils d’expression des différents membres de la voie de signalisation 
de l’adénosine. L’absence de phénotype chez les souris mutantes pour les récepteurs et les transporteurs 
pourrait être due à une redondance fonctionnelle de ces protéines. Cependant, aucune étude fine des 
effets de la perte de l’expression de ces protéines sur l’embryogénèse n’a été réalisée.  
L’ensemble de ces données suggère tout de même un rôle de la voie de signalisation de 
l’adénosine au cours du développement embryonnaire. Les données parcellaires concernant les profils 
d’expression nécessitent d’être poursuivies d’une manière plus systématique et surtout comparative. Les 
possibles redondances fonctionnelles, co-localisations de ces acteurs nécessitent d’étudier cette voie de 
signalisation chez un modèle vertébré simple. Le modèle amphibien Xenopus leavis semble être le 
modèle idéal pour étudier, tout d’abord l’expression des différents acteurs de la voie de signalisation de 
l’adénosine au cours de l’embryogenèse, puis le rôle de l’adénosine au cours de développement 
embryonnaire par des méthodes génétiques ou pharmacologiques. 
 
 
 
80 
 
Figure 35: Relations phylogéniques entre les principaux animaux modèles. L’ordre de branchement des 
différentes espèces est indiqué. Le temps est donné en millions d’années. Le point 0 représente le présent. Les 
différentes couleurs de fond représentent les périodes géologiques (non indiquées). D’après [317]. 
 
 
 
Figure 36: Photographies de femelles adultes de X.tropicalis (à gauche) et X. laevis (à droite). D’après 
Sciencesetavenir.fr 
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III- Le modèle xénope 
Les xénopes sont des amphibiens aquatiques anoures, de la famille des pipidae et originaires 
d’Afrique du Sud. Le genre xénope est subdivisé en plusieurs espèces, dont Xenopus laevis et Xenopus 
tropicalis. La séparation entre ces deux espèces a eu lieu il y a 50 millions d’années (figure 35).  
Xenopus tropicalis est une espèce diploïde, alors que Xenopus laevis a connu une duplication 
entière de son génome par hybridation de deux espèces parents [318]. Cet évènement de pseudo-
tétraploïdisation est estimé datant de 40 millions d’années. Morphologiquement, les deux amphibiens 
se différencient notamment par leur taille (figure 36). Une femelle Xenopus laevis mesure environ 10 
cm du museau jusqu’au cloaque, alors que la femelle Xenopus tropicalis est deux fois plus petite (entre 
4 et 5 cm).  
A. Présentation du modèle Xenopus laevis 
1. Historique 
Xenopus laevis a été implanté en Europe par les chercheurs anglais dans les années 1950-1960. Il 
a tout d’abord été utilisé en médecine comme test de grossesse appelé « Xenopus test » ou « test de 
Hogben » du nom du chercheur qui l’a mis au point. En effet, l’injection d’urine de femme enceinte, 
contenant des hormones gonadotrophine chorioniques (hCG), dans les sacs lymphatiques d’une femelle 
xénope entraine sa ponte le lendemain [319]. Ce test pouvait être réalisé dans trois centres (Watford, 
Edinburgh et Sheffield), et était entièrement remboursé par le « National Health Service ». En effet, 
l’utilisation de X.laevis a permis le développement des tests de grossesse, effectués au préalable sur des 
femelles de souris ou lapin, qui nécessitaient la mise à mort de l’animal pour l’observation des ovaires.  
Depuis, le xénope est devenu un des modèles vertébrés les plus utilisés en laboratoire permettant 
l’analyse de nombreux aspect de la biologie. De nombreuses études centrées sur le xénope ont pu en 
effet démontrer la puissance de ce modèle pour la recherche biomédicale. Hans Spemann, Peter Agre, 
Tim Hunt et John Gurdon ont obtenu les prix Nobel de physiologie et médecine ou de chimie pour les 
découvertes du centre d’organisation lors du développement embryonnaire (1935), des régulateurs clés 
du cycle cellulaire (2001), du rôle des aquaporines (2003) et de la reprogrammation cellulaire (2013), 
respectivement. De nos jours, Xenopus laevis est devenu un modèle pour les pathologies humaines [320-
324].  
  
82 
 
 
  
83 
 
2. Xenopus laevis dans la nature et au laboratoire 
a) Génome 
Xenopus laevis est une espèce pseudo-tétraploïde. En raison de la redondance fonctionnelle des 
gènes dupliqués appelés homéologues, il est estimé qu’environ 50 à 75% d’entre eux sont devenus 
silencieux ou ont été perdus au cours de l’évolution [318]. Les gènes dupliqués restant possèdent aux 
alentours de 90% d’identité nucléotidiques avec leur homéologue et sont fonctionnels. Les couples de 
gènes homéologues peuvent avoir un profil d’expression différent et les protéines produites peuvent 
également avoir des fonctions différentes. Certains homéologues ont connu des dégénérescences de 
sous-fonctions et doivent être co-exprimés pour permettre une fonctionnalité globale, par 
complémentarité [325].  
Cependant, bien que le génome de Xenopus laevis ne soit pas encore entièrement séquencé et 
assemblé, de très nombreuses informations sont disponibles dans les banques de données et regroupées 
sur une plateforme appelée Xenbase (http://www.xenbase.org) [326, 327].  
b) Fécondation et ponte 
Dans la nature, la fécondation de Xenopus laevis est externe. Au moment de la reproduction, le 
mâle s’accroche sur le dos de la femelle grâce à des callosités (épaississements épidermiques pigmentés 
et kératinisés) présentes à la surface interne de ses membres antérieurs. Il malaxe le ventre de la femelle 
tout au long de l’accouplement, afin de faire sortir des ovocytes qu’il arrose directement de sperme.  
Au laboratoire, la fécondation peut se faire de manière artificielle par l’expérimentateur au 
moment où il le souhaite [328, 329]. En effet, la ponte d’ovocytes est déclenchée par injection d’hCG 
dans les sacs lymphatiques de la femelle. Puis, la fécondation est effectuée manuellement en recouvrant 
les ovocytes de sperme, grâce à un testicule de xénope mâle fraîchement prélevé. La fécondation in vitro 
permet un développement synchrone des embryons, ce qui n’est pas le cas après une reproduction 
naturelle.  
A chaque ponte, une femelle peut produire plusieurs milliers d’ovocytes mesurant en moyenne 
1,4 mm de diamètre [317]. Leur grande taille, ainsi que celles des embryons les rend facilement 
manipulables et observables à la loupe binoculaire.  
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Figure 37: Le cycle de développement embryonnaire de Xenopus laevis. Les différentes étapes du 
développement embryonnaire sont représentées par des couleurs différentes et leurs durées approximatives à 23°C 
sont indiquées. Les schémas d’embryons sont issus des tables de Nieuwkoop et Faber [330].  
 
 
Figure 38: Acquisition des axes de polarité chez le xénope. L’éclair représente le point d’entrée du spermatozoïde 
dans l’ovocyte lors de la fécondation, déterminant le futur côté ventral de l’embryon. Les flèches bleues 
représentent le sens de la rotation corticale, entraînant la formation du croissant gris du côté ventral. Les axes de 
l’embryon sont représentés. A : antérieur ; D : dorsal ; P : postérieur ; PA : pôle animal ; PV : pôle végétatif ; V : 
ventral ; ZM : zone marginale. D’après snf.jussieu.fr et Xenbase.  
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c) Cycle de développement  
(1) Général 
Le cycle de développement embryonnaire de Xenopus laevis est très court (figure 37), ce qui 
permet d’obtenir des résultats rapidement. Les quatre premières étapes (segmentation, gastrulation, 
neurulation et organogenèse) permettent d’obtenir un embryon autonome en environ quatre jours à 
23°C. Ces phases sont également présentes chez tous les Vertébrés. Cependant, le développement de  
Xenopus laevis est indirect car il présente une étape supplémentaire de métamorphose permettant la 
dégénérescence de la queue de l’embryon et la croissance des quatre membres du crapaud adulte. Ces 
changements morphologiques externes sont également accompagnés de modifications internes et sont 
sous le contrôle de l’axe hypothalamo-hypophyso-thyroïdien.  
De plus, la durée du cycle de développement embryonnaire est température-dépendante chez 
Xenopus laevis. Cette propriété permet à l’expérimentateur d’adapter la durée du cycle embryonnaire, 
ou de certaines phases, pour mieux appréhender certains stades embryonnaires. Le cycle sera d’autant 
plus long que l’environnement aquatique de l’embryon sera froid. Par exemple, à 23°C, la durée du 
cycle de développement est d’environ quatre jours, alors qu’à 14°C, un embryon atteindra la fin 
d’organogenèse en quatre fois plus de temps.  
(2) Segmentation 
L’ovocyte de Xenopus laevis est une cellule polarisée, avec une pigmentation plus importante du 
côté du pôle animal que du pôle végétatif (figure 38). Cet axe correspond au futur axe antéro-postérieur. 
La taille importante de l’ovocyte s’explique par les phases de croissance et de vitellogénèse, qui 
permettent l’accumulation de vitellus au pôle végétatif de l’ovocyte. Le vitellus constituera les 
nutriments de l’embryon tout au long de l’embryogenèse. Sa composition riche en lipides est plus dense 
que le cytoplasme. La fécondation va entraîner deux rotations successives de l’œuf. La première est la 
rotation d’équilibration. Elle s’effectue dix minutes après la fécondation et est une conséquence de 
l’exocytose des granules corticaux localisés sous la membrane de l’ovocyte. Ceci permet de former 
l’espace périvitellin et de « libérer » l’œuf de sa membrane vitelline, lui permettant de se retourner en 
fonction de la gravité. Le pôle animal se trouve alors orienté vers le haut. La seconde rotation est la 
rotation corticale, qui a lieu environ une demi-heure après la fécondation. Le cytoplasme de l’œuf va se 
réorganiser et le cytoplasme cortical, le plus externe, va se déplacer sur le cytoplasme le plus profond. 
Cette rotation des pigments corticaux d’environ 40° vers le point d’entrée du spermatozoïde (futur côté 
ventral) va permettre la formation du croissant gris (figure 38). De ce fait, les futurs blastomères du coté 
dorsal apparaitront plus clairs. La partie de l’embryon située entre les pôles animal et végétatif est 
appelée zone marginale. 
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Figure 39: La gastrulation simplifiée chez Xenopus laevis. Les différents stades de la gastrulation sont indiqués. 
Les trois feuillets embryonnaires sont représentés en couleurs différentes comme indiquées sur le schéma. PA : 
pôle animal ; PV : pôle végétatif. D’après www.mun.ca.  
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La première division se produit environ une heure et demi post-fécondation et détermine la 
symétrie bilatérale de l’embryon. La seconde division détermine l’axe dorso-ventral de l’embryon, puis 
la troisième division, perpendiculaire aux deux premières au niveau de la zone marginale va déterminer 
l’axe antérieur-postérieur. Cette division est asymétrique de par la différence de densité vitelline à 
travers l’embryon. Les blastomères du futur côté antérieur (au pôle animal) sont plus petits que ceux du 
côté postérieur (au pôle végétatif). De plus, la pigmentation de l’ovocyte étant conservée à travers les 
divisions, il est aisé de distinguer chaque blastomère : le futur côté antérieur de l’embryon est plus 
pigmenté que le côté postérieur et le futur côté ventral est plus pigmenté au niveau du pôle animal que 
le futur côté dorsal (figure 38).  
Chez Xenopus laevis, le devenir de chaque blastomère est connu [331], ce qui permet de cibler 
un organe ou un tissu précis lors des expériences fonctionnelles. Le devenir des différents blastomères 
seront représentés dans la partie C-1-b.  
A la fin de la segmentation (stade 8-9), l’embryon a atteint le stade blastula, composé de 6000 à 
10 000 blastomères (figure 37) et caractérisé par une cavité appelée le blastocœle. Le volume de 
l’embryon à ce stade étant le même que celui de l’ovocyte, les divisions de mitose ont permis de former 
des blastomères de plus en plus petits. De plus, il est aisé de disséquer les couches cellulaires au pôle 
animal formant le plafond du blastocœle, afin de réaliser les expériences de calotte animale (voir le 
paragraphe C-2 et figure 42). De plus, c’est également à ce stade que s’effectue la transition mid-
blastuléenne, caractérisée par la reprise de la transcription, à savoir celle des gènes zygotiques. Avant 
cette transition, l’embryon vit sur la réserve des ARNm maternels, emmagasinés lors de l’ovogénèse.  
(3) Gastrulation 
Grâce à différents mouvements morphogénétiques, la gastrulation permet la formation des trois 
feuillets embryonnaires : ectoderme, mésoderme et endoderme (figure 39). La gastrulation débute par 
un mouvement d’invagination de quelques cellules endodermiques dorsales de l’embryon, faisant 
apparaître le blastopore (figure 39). La partie située dans la partie antérieure du blastopore est appelée 
la lèvre dorsale blastoporale. Puis, les cellules mésodermiques sont tractées à l’intérieur de l’embryon 
par migration sur la matrice extracellulaire le long du toit du blastocœle. En même temps, une cavité 
appelée archentéron prend la place du blastocœle, jusqu’à le faire totalement disparaître aux termes de 
la gastrulation. 
A la fin de la gastrulation, l’embryon a atteint le stade gastrula – bouchon vitellin (stade 12,5). 
L’embryon est tridermique : l’ectoderme forme les couches externes de l’embryon, l’intérieur de 
l’embryon est constitué d’endoderme et de l’archentéron (future lumière du tube digestif) et le 
mésoderme situé entre ces deux tissus. 
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Figure 40: Embryon de Xenopus laevis en fin d’organogenèse (stade 22). (A) Schéma (tables de Nieuwkoop et 
Faber [330]) (B) Photo (Xenbase). Le champ morphogénétique de l’œil est entouré en bleu et celui du rein en 
rouge. Les axes de l’embryon sont indiqués. A : antérieur, D : dorsal, P : posterieur et V : ventral.  
 
 
Figure 41: Embryon de Xenopus laevis en fin d’organogenèse (stade 45). (A) Schéma d’un embryon entier 
(tables de Nieuwkoop et Faber [330]) (B) Photo de la partie antérieure de l’embryon (Xenbase). Les organes 
principaux sont indiqués.   
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(4) Neurulation 
La neurulation permet la mise en place du système nerveux. Le neuroectoderme va se refermer 
sur lui-même pour former le tube neural et se séparer progressivement de l’épiderme. De plus, le 
mésoderme va s’individualiser pour constituer la chorde, les somites et les pièces intermédiaires (futur 
rein primitif). L’endoderme va se refermer autour de l’archentéron qui va former la future lumière du 
tube digestif.  
A la fin de la neurulation, l’embryon a atteint le stade bourgeon caudal (stade 22) (figure 40). Un 
massif mésodermique dans la région postérieure forme la future queue. Du côté antérieur, au niveau de 
l’encéphale, on distingue le champ morphogénétique de l’œil.  
(5) Organogenèse 
L’organogenèse permet la différenciation et la mise en place des organes afin qu’ils deviennent 
fonctionnels (figure 41). Cette étape se termine au stade 45, où l’embryon a épuisé l’intégralité de ses 
réserves vitellines et doit donc se nourrir de manière autonome, le système digestif étant le dernier à se 
mettre en place. L’embryon est appelé têtard et mesure entre 8 et 10 mm de long. 
(6) Métamorphose et croissance  
L’organogenèse laisse place à l’étape de la métamorphose, où la partie caudale de l’embryon va 
dégénérer et ses membres postérieurs et inférieurs vont croître. Cette phase, au cours de laquelle le têtard 
deviendra un crapaud miniature (10 mm du museau au cloaque), dure environ deux mois. Il faudra 
ensuite six à huit mois supplémentaires de croissance pour que le crapaud atteigne sa taille adulte et la 
maturité sexuelle.  
B. Les avantages du modèle Xenopus laevis : 
1. Par rapport à Xenopus tropicalis  
Le modèle Xenopus tropicalis est également utilisé en laboratoire car son génome est totalement 
séquencé depuis 2011 [332]. En effet, par opposition à Xenopus laevis qui est pseudo-tétraploïde, 
Xenopus tropicalis est diploïde et l’étude de son génome a pu être effectuée plus rapidement. Cependant, 
bien que la pseudo-tétraploïdie de Xenopus laevis apparaisse comme un inconvénient pour l’analyse 
génomique, elle peut être un avantage pour étudier l’évolution des gènes ancestraux.  
Les embryons de Xenopus tropicalis sont plus sensibles aux changements de température lors du 
développement et celle-ci doit être aux alentours de 25°C [333]. De part cette température standard 
élevée, les embryons de Xenopus tropicalis se développent plus rapidement [330]. 
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Leur cycle est environ 50% plus court que celui de Xenopus laevis, permettant au X.tropicalis 
d’atteindre l’âge adulte plus tôt (trois à cinq mois). Cependant, lors des études embryologiques, cette 
propriété est également un inconvénient pour obtenir les différents stades embryonnaires. 
Enfin, comme les adultes, les ovocytes et les embryons de X.laevis sont proportionnellement plus 
grands que ceux de X.tropicalis [317]. Les ovocytes mesurent environ 0,8 mm de diamètre et les têtards 
4 mm en fin d’organogenèse. Bien que ces derniers soient également visibles sous la loupe binoculaire, 
les expérimentations et les observations demeurent plus délicates chez cette espèce. 
2. Par rapport au poisson zèbre 
Le poisson zébre est le deuxième modèle vertébré utilisé en biologie développementale pour 
étudier la formation de nombreux organes. La transparence des embryons tout au long du développement 
est un avantage pour l’observation directe des différents tissus. 
Cependant, bien que le poisson zèbre soit un vertébré, il présente plus de différences au niveau 
génomique et protéique que le xénope avec les mammifères (figure 35)  
De plus, son cycle de développement est beaucoup plus court que celui du xénope (48h), limitant 
l’accessibilité à tous les stades de développement [295]. Les ovocytes et embryons du poisson zèbre 
sont plus petits que ceux de X.laevis (0,7 mm de diamètre pour les ovocytes et 4 mm pour les embryons 
en fin d’organogenèse). Ces caractéristiques rendent les observations plus aisées chez X.laevis que chez 
le poisson zèbre [317].  
Enfin, contrairement au xénope, les cellules du poisson zébre ne peuvent pas être ciblées lors des 
expériences de perte et gain de fonction (voir paragraphe C-4). En effet, après les premières divisions, 
la répartition du cytoplasme est inégale et les blastomères restent interconnectés par des ponts 
cytoplasmiques. Ceci est un inconvénient majeur de ce modèle, ne permettant pas d’avoir un contrôle 
interne comme chez X.laevis.  
3. Par rapport aux mammifères 
Les modèles mammifères, notamment la souris, ont été les modèles génétiques de référence pour 
appréhender les fonctions de nouveaux gènes et surtout pour servir de modèles animaux pour les 
maladies humaines. Cependant, le modèle xénope possède de nombreux avantages par rapport aux 
rongeurs.  
Tout d’abord, le développement embryonnaire externe de Xenopus laevis simplifie les 
manipulations et permet de ne pas sacrifier la femelle en gestation pour prélever les embryons, comme  
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Figure 42: Représentation schématique d’une blastula de Xenopus laevis en coupe transversale (stade 9). 
Chaque couleur représente un groupe de cellules dont l’origine est indiquée. Les ciseaux indiquent la partie à 
sectionner pour obtenir une calotte animale. D’après www.mun.ca 
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c’est le cas pour les modèles murins. De plus, le cycle embryonnaire est plus long chez la souris : un 
embryon de X.laevis en fin d’organogenèse est obtenu après environ quatre jours, alors qu’un embryon 
de souris atteint le même stade embryonnaire en 18 à 21 jours [295]. Enfin, le nombre d’embryons par 
portée est limité, par exemple huit à dix embryons chez la souris C57Bl6.  
C. Les outils développés chez Xenopus laevis pour étudier les fonctions 
des gènes 
1. Les ovocytes et leurs utilisations en biologie  
Les ovocytes de xénope constituent une énorme machinerie cellulaire, notamment par la taille de 
leur noyau (ou vésicule germinative), leur richesse en ADN mitochondrial et de l’amplification de 
l’ADN ribosomial [334]. De ce fait, ils peuvent être utilisés pour la production in vivo de grandes 
quantités d’ARNm ou de protéines exogènes à leur site subcellulaire attendu [335]. Ainsi, en sur-
exprimant un récepteur ou un canal à la surface cellulaire, ils peuvent servir à étudier sa fonctionnalité 
par des méthodes de patch-clamp [336-338]. Cette technique a permis de caractériser les fonctions du 
récepteur adora2b chez le xénope [339].  
2. Les calottes animales: test ex vivo d’activité biologique d’une proteine 
Au stade blastula (stade 8-9), l’embryon de xénope est constitué d’une fine épaisseur cellulaire 
au pôle animal, possédant quatre couches de cellules considérées comme pluripotentes, car capables de 
se différencier en cellules dérivées des trois feuillets embryonnaires. Elles forment la calotte animale ou 
animal cap [328]. Cet ensemble de cellules est facilement dissociable du reste de l’embryon, car est situé 
juste au-dessus du blastocèle laissant un espace entre les cellules du plancher endodermique (figure 42). 
Ces cellules, cultivées dans un milieu salin, vont se différencier en épiderme. Cependant, lorsque 
la calotte animale est mise en culture en présence de différents facteurs de croissance, les cellules qui la 
composent vont se différencier également en divers tissus d’origine neuroectodermique, mésodermique 
ou endodermique. Le facteur de croissance le plus utilisé est l’activine et selon sa concentration, les 
cellules de la calotte animale peuvent se différencier en cellules sanguines, musculaires, nerveuses, 
cartilagineuses, cardiaques ou hépatiques [340]. De plus, si le milieu activine est complété avec un autre 
facteur de croissance, comme l’acide rétinoïque ou des interleukines, ces cellules peuvent se différencier 
en tissus pancréatiques, rénaux ou encore en cellules immunitaires.  
Il est également possible de faire des greffes de cellules pluripotentes dans l’embryon ou des 
expériences de sandwichs pour utiliser les propriétés d’induction des différents tissus dans la 
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Figure 43: Schéma d’une expérience des calottes animales en sandwich permettant la formation d’un œil entier 
de Xenopus laevis. D’après [341]. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 44: Principe d’action du morpholino. Le morpholino, par comparaison aux acides nucléiques composant 
l’ARNm, possède un cycle morpholine à la place du ribose. L’oligonucléotide morpholino (environ 25 bases) se 
fixe au niveau du site d’initiation de la traduction de l’ARNm cible par complémentarité et bloque sa traduction 
en protéine.  
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différenciation. Cette méthode a été utilisée par exemple pour produire un œil entier de Xenopus laevis 
in vitro à partir de deux calottes animales de stade blastula entourant deux zones microdisséquées d’un 
embryon en début de gastrulation [341] (figure 43). La lèvre dorsale du blastopore permet d’induire la 
formation de la partie antérieure de l’œil, alors que la zone marginale latérale la formation de sa partie 
postérieure.  
3. Criblages génétiques par des approches de “forward genetics”  
Ce genre de criblage basé sur la mutagénèse aléatoire a été largement utilisé en biologie du 
développement, notamment chez la drosophile et a permis l’identification d’un grand nombre de gènes 
développementaux [342]. Elle repose sur la sélection d’embryons présentant des phénotypes aberrants 
et a permis l’obtention de mutants chez X.tropicalis [343]. Ces mutations peuvent être causées 
chimiquement, par exemple par utilisation de l’agent mutagène ENU (N-nitroso-N-éthylurée). Il existe 
également des approches de mutagenèse insertionnelle utilisant la stratégie des transposons comme Tol2 
[344, 345]. Ces techniques ont permis d’étudier la fonction de certains gènes chez le xénope, mais elles 
restent aléatoires et demandent de très nombreuses étapes de sélection. 
Il est également possible d’effectuer des criblages pharmacologiques en mettant simplement en 
culture des embryons en présence d’une substance chimique à tester [346].  Cette approche repose sur 
le type de phénotype recherché : plus le phénotype est simple à analyser, plus le criblage est facile, 
rapide et efficace. Par exemple, des changements de la pigmentation de la peau, des altérations de 
l’asymétrie gauche/droite testables par observation de l’enroulement du cœur ou de l’intestin, des 
défauts de l’angiogénèse conduisant à la formation d’œdèmes ont été analysés par ce genre de criblages 
[311, 347, 348]. Entre autres, un antagoniste de récepteur adora a été identifié comme composé anti-
angiogénique [311].  
4. Modifications de l’expression de gènes : Surexpression ou knock-down  
Grâce à la grande taille et à la robustesse de ses embryons, le xénope est un modèle de choix pour 
les expériences de perte et gain de fonction [349].  
En effet, il est possible de sur-exprimer un ou plusieurs gènes d’intérêt en micro-injectant des 
ARNm ou de l’ADN directement dans une cellule de l’embryon. Des injections de protéines ou 
d’anticorps sont également possibles. Pour inhiber l’expression de gènes, des micro-injections 
d’oligonucléotides de type morpholino (MO) (figure 44) sont plus couramment réalisées [350-352]. Le 
morpholino, en se fixant sur l’ARNm par complémentarité, bloque la traduction protéique ou l’épissage 
de ce dernier, par encombrement stérique. Chez Xenopus laevis, l’extinction de gènes par la méthode 
des ARNi n’est pas possible car les amphibiens ne possèdent pas le gène Argonaute, nécessaire au 
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Figure 45: Devenir des cellules d’embryon de xénope au stade 8-cellules. L’embryon est divisé en 8 
blastomères: 2 blastomères V1 (ventral-antérieur), 2 blastomères V2 (ventral-postérieur) (pour ces deux types de 
blastomères, un seul est visible ici), 2 blastomères D1 (dorsal-antérieur) et 2 blastomères D2 (dorsal-postérieur). 
Le devenir de chaque blastomère est indiqué. PA : Pôle Animal ; PV : Pôle Végétatif. Axes : Antérieur (A), 
Postérieur (P), Dorsal (D) et Ventral (V). D’après les tables de Nieuwkoop et Faber [330]. 
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recyclage des ARNm ciblés [353]. 
Le devenir de chaque cellule ou blastomère étant connu (figure 45), il est possible de cibler un 
organe ou une région précise dès le stade 2 cellules [354]. La symétrie bilatérale de l’embryon est un 
atout car le côté non ciblé constitue un contrôle négatif interne. 
5. Perturbations génomiques par transgénèse  
Plusieurs techniques de transgénèse ont été développées chez le xénope mais celle mise en place 
dans le laboratoire d’E.Amaya reste la plus utilisée. Cette technique a été mise au point en 1996 et repose 
sur la transplantation d’un noyau de spermatozoïde transgénique dans un ovule non fécondé [355]. 
Avant cela, un plasmide linéarisé contenant la cassette d’intérêt est intégré dans l’ADN du 
spermatozoïde grâce à des enzymes de restriction (REMI). Les embryons transgéniques peuvent être 
utilisés pour tester des promoteurs grâce à l’utilisation d’un gène rapporteur tel que la GFP, pour sur-
exprimer un gêne d’intérêt sauvage ou muté sous le contrôle d’un promoteur tissu-spécifique [356]. 
L’embryon produit alors des protéines dominantes-négatives dans l’organe ou le tissu choisi. Cette 
méthode permet d’étudier le rôle de certains gènes, ainsi que l’impact de certaines mutations, impliquées 
dans des pathologies humaines et de générer des animaux modèles pour ces maladies [357]. Néanmoins, 
cette technique reste très laborieuse et peu efficace.  
6. Mutagenèse dirigée 
Les nouvelles méthodes de mutagenèse dirigée sont plus efficaces que la mutagenèse aléatoire et 
sont des alternatives stables à la stratégie MO, dont l’effet se dilue au fil des divisions cellulaires, car 
elles ciblent directement l’ADN génomique. Elles permettent ainsi de générer rapidement des adultes 
mutants, ce qui facilite les études fonctionnelles.  
La méthode Zinc-Finger nucleases (ZFNs) a été la première technique mise en place [358]. Elle 
est basée sur l’utilisation d’une nucléase (dérivée de Fok1) fusionnée à un site de reconnaissance 
spécifique de l’ADN ciblé, composé de 3 à 6 domaines doigt de zinc [359]. La dimérisation de deux 
nucléases autour de la séquence nucléique d’intérêt entraîne une cassure double-brin qui sera réparée de 
manière plus ou moins efficace par la machinerie cellulaire, permettant ainsi des mutations ciblées. 
Celles-ci pourront être transmises aux générations F1. Cependant, l’efficacité de mutation est faible (15 
à 17%) avec une forte cytotoxicité, le « design » du domaine de reconnaissance ADN spécifique est 
laborieux, et tous les gènes ne peuvent pas être ciblés [317]. 
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Figure 46: Deux méthodes de mutagenèse dirigée : TALEN (A) et CRISPR/Cas9 (B). D’après [317]. 
 
 
 
Figure 47: Différents reins se succèdent au cours du développement embryonnaire. (A) Le pronéphros est 
constitué de tubules et d’un canal, ainsi que d’un glomus fixé au cœlome. Il est fonctionnel chez l’embryon de 
xénope, mais pas de mammifère. (B) Le mésonephros se forme en même temps que le pronéphros dégénère. Il est 
constitué de 10 à 50 néphrons formés chacun d’un glomérule et d’un tubule, et reliés entre eux par un canal. Il 
représente le rein adulte chez le xénope et le premier rein embryonnaire fonctionnel chez les mammifères. (C) Le 
métanéphros se forme chez les mammifères lors de la dégénérescence du mésonéphros. Il est composé d’un million 
de néphrons et constitue le deuxième rein embryonnaire fonctionnel et le rein adulte. D’après [360]. 
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Pour pallier à cela, depuis 2012, une technique de mutagenèse dirigée plus efficace est utilisée 
chez l’amphibien : la stratégie TALEN, pour Transcription Activator-like Effector Nuclease [361] 
(figure 46). Une nuclease de type Fok1 est également couplée à un domaine de reconnaissance à l’ADN, 
mais ce dernier est plus simple à « designer ». Il est composé d’un nombre variable de répétition d’acide-
aminés, chacun capable de reconnaitre un nucléotide d’ADN spécifique. Une séquence NLS (Nuclear 
Localization Sequence) fait le lien entre le site de liaison à l’ADN et la nucléase, afin d’envoyer le 
TALEN dans le noyau. Comme pour les ZFNs, la dimérisation des nucléases TALENs entraîne une 
cassure double-brin qui sera réparée par la machinerie cellulaire. Le taux de mutation associé à cette 
méthode est de 80 à 90 % [362, 363]. 
Bien que la stratégie TALEN devienne populaire, une nouvelle technologie se développe, 
s’appuyant sur le système immunitaire adaptatif des bactéries. Il s’agit de la stratégie CRISPR/Cas, 
basée sur l’utilisation d’un ARN guide simple brin (ARNsg) de 100 nucléotides et de l’endonucléase 
Cas9 [364] (figure 46). L’ARNsg est composé de 20 nucléotides pouvant cibler une séquence spécifique 
d’ADN qui doit être suivie d’une séquence PAM (Protospacer Adjacent Motif) conservée et de 80 
nucléotides formant une boucle pour le recrutement de la protéine Cas9. Cette endonucléase contient 
deux domaines nucléases séparés, chacun responsable du clivage d’un brin d’ADN ciblé. La réparation 
du génome se fait ensuite comme pour les stratégies ZFN et TALEN.  L’utilisation de cette méthode est 
efficace sur le génome de X.tropicalis, mais, à ce jour, elle reste à démontrer chez Xenopus laevis [365]. 
Elle présente l’avantage d’être plus précise que les autres méthodes et ne nécessite le design que d’un 
seul site de reconnaissance à l’ADN [366]. Elle n’est pas limitée par la nécessité de la séquence PAM 
(motif NGG pour Cas9), car cette dernière est présente en moyenne tous les 8-12 nucléotides sur le 
génome humain.  
D. Modèle d’étude pour l’embryogenèse 
De par ses avantages et les différents outils décrits précédemment, Xenopus laevis est un modèle 
d’étude simple et puissant pour étudier l’embryogenèse et décrypter les différents mécanismes 
moléculaires la régulant. Ainsi, ce modèle a permis de mettre en évidence le rôle des différentes voies 
de signalisation impliquées dans les phases précoces du développement embryonnaires [367-369]. Mais 
ce modèle a également permis de comprendre les mécanismes moléculaires régulant la phase 
d’organogénèse et l’implication des différentes voies de signalisation dans la mise en place des organes 
tels que le cœur, le pancréas, le foie [370-372]. En particulier, X.laevis est devenu un modèle d’étude 
pour la formation du rein, dont les étapes de son développement sont très bien détaillées et connues 
[373, 374]. Enfin, de nombreuses recherches portant sur la formation de l’œil et la différenciation 
cellulaire au sein de la rétine utilisent X.laevis comme modèle [375-378]. En effet, la formation et la 
fonctionnalité de ces organes sont facilement analysables chez  
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Figure 48: Comparaison entre les différents segments du pronéphron et du métanéphron. Représentation 
schématique d’un rein pronéphrique de xénope (stade 35/36) (a) et de reins métanéphriques de mammifère  (b), 
boucle longue (gauche) ou courte (droite). Chaque segment est représenté par une couleur différente : en jaune les 
tubules proximaux (PT), en vert les tubules intermédiaires (IT, DIT pour Descendant et AIT pour Ascendant), en 
orange les tubules distaux (DT) et en gris les tubules connecteurs (CT), reliés par le canal collecteur (CD) dans le 
rein métanéphrique (b). Les néphrostomes (NS ; (a)) font le lien entre la cavité cœlomique (C ; en marron) et le 
pronéphron. Le glomus (G) est représenté en bleu avec les vaisseaux sanguins associés en rouge. Axes : Antérieur 
(A), Postérieur (P), Dorsal (D) et Ventral (V). Adapté de [379]. 
 
 
 
Figure 49: Marquage rénal d’un embryon de Xenopus laevis par immunohistochimie 3G8/4A6.  Embryon entier 
dépigmenté au stade 41 (a) et zoom sur le rein droit (b). Les tubules proximaux (PT) sont révélés en violet (3G8) 
et les tubules intermédiaires (IT), distaux (DT) et connecteur (CT) en rouge (4A6). Les axes de l’embryon sont 
représentés. A: antérieur, D: dorsal, P: postérieur, V: ventral. 
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le têtard et les résultats obtenus peuvent être transposés aux mammifères. Leurs étapes de formation 
seront détaillées dans la deuxième partie-I-A et B. 
a) Le rein 
Xenopus laevis est un modèle d’étude idéal pour la pronephrogenèse car chez les xénopes, le rein 
embryonnaire fonctionnel ou pronephros est constitué d’un seul néphron (figure 47) [360]. Le 
pronéphros des mammifères n’est pas fonctionnel, mais est cependant nécessaire à la formation du 
mésonéphros qui constitue le rein embryonnaire. Ce dernier est composé de plusieurs néphrons et 
constitue une structure arborescente plus complexe. Chez l’amphibien, le mésonéphros constitue le rein 
adulte, après dégénérescence du pronéphros. Chez les mammifères, un « troisième rein », le 
métanéphros, se met en place lors de l’embryogenèse. Il est composé d’un million de néphrons et 
représente le rein adulte. 
Malgré les différences structurales des différents reins, l’embryon de xénope permet d’étudier de 
manière simple la fonctionnalité d’un néphron composé de segments analogues à ceux du rein adulte de 
mammifères (figure 48) [379, 380]. En effet, un néphron est toujours composé de trois sous-unités 
fonctionnelles. La première est le glomus (ou le glomérule) où s’effectue l’ultrafiltration sanguine 
artériolaire. La deuxième partie est composée des tubules proximaux (trois segments), intermédiaires 
(deux segments), puis distaux (deux segments), impliqués dans la réabsorption de l’eau et des molécules 
présentes dans l’ultrafiltrat. La dernière partie est le tubule connecteur ou le canal permettant 
l’évacuation des déchets vers le cloaque ou la vessie.  
Une différence majeure existe néanmoins entre les néphrons des différents types de rein. Le 
pronéphros est un rein « non intégré ». En effet, l’ultrafiltrat des artérioles produit par le glomus est 
libéré tout d’abord dans une cavité appelée le cœlome (figure 48a). Il sera ensuite évacué par trois 
néphrostomes, faisant le lien avec le tubule proximal. Dans le cas des méso- et métanéphros, chaque 
unité de filtration est directement liée à un tubule proximal (figure 48b). Le néphron est dit « intégré ». 
De plus, dans le métanéphros, les multiples néphrons sont reliés entre eux au niveau du tubule 
connecteur par un segment supplémentaire appelé le canal collecteur. 
Chez Xenopus laevis, le rein est facilement accessible car il est situé directement sous la peau de 
l’embryon. Les différents marquages rénaux par hybridation in situ ou d’immunohistologie sont ainsi 
aisément analysables (exemple figure 49). De plus, tout dysfonctionnement rénal va entrainer la 
formation d’œdèmes, phénotype simple à observer.  
Ce modèle a permis d’étudier les fonctions des différents gènes impliqués dans des pathologies 
rénales humaines, comme par exemple le gène WT-1 dont des mutations ont été décrites dans des cas  
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Figure 49: Structure de l’œil chez le xénope (A)  et chez l’homme (B) à l’age adulte. La flèche jaune représente 
l’entrée du signal lumineux. D’après « Developmental Biology Interactive ».  
 
Figure 50: Structure de l’œil chez l’amphibien en fin d’organogenèse (stade 39). (A) Schéma d’un embryon 
de Xenopus entier en vue latérale. Le côté antérieur est vers la gauche. Les pointillés rouges représentent la coupe 
au niveau de l’oeil représentée dans le schéma B. La flèche jaune représente l’entrée du signal lumineux. D’après 
Xenbase (A) et [381] (B). 
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de tumeurs de Wilm [382], ou les gènes polycystin 1 et 2 impliqués dans les maladies rénales 
polykystique (PKD) [383, 384].  
Dans ce modèle, il est également possible de produire ex vivo un rein ou un segment précis à partir 
des calottes animales cultivées dans de l’activine (10ng/ml) et de l’acide rétinoïque (10-4 M) [340]. 
Quand transplanté dans un embryon pronephrectomisé, ce rein produit ex vivo est capable de fonctionner 
in vivo [385].  
b) L’œil  
Xenopus laevis a également servi de modèle d’étude pour explorer le développement de l’œil.  
En effet, la structure de l’œil de xénope est comparable à celle de l’homme (figure 49). Chez le 
xénope comme chez les mammifères, l’œil est composé d’un cristallin par lequel pénètre la lumière et 
d’une rétine composée de plusieurs couches de cellules nerveuses à travers lesquelles l’information 
lumineuse est transmise au cerveau sous forme de signal électrique. La lumière traverse d’abord la 
cornée, l’humeur aqueuse et le corps vitré, en plus du cristallin, avant de parvenir à la rétine. L’œil est 
également structuré par la choroïde et la sclérotique qui constituent une couche solide de protection.   
Chez l’amphibien, la rétine est composée de diverses couches cellulaires différenciées : la couche 
nucléaire externe composée des photorécepteurs, la couche nucléaire interne composée de cellules de 
Müller, cellules horizontales, cellules bipolaires et d’interneurones et enfin une couche ganglionnaire 
composée de cellules amacrines et cellules ganglionnaires [381] (figure 50). Ce circuit cellulaire est 
retrouvé chez les mammifères. A la périphérie de la rétine de xénope se trouve la zone marginale ciliaire 
ou ZMC. A la différence des mammifères, l’œil des amphibiens se développe de manière continue au 
cours de leur vie [386]. Ainsi, la majorité des cellules rétiniennes d’un œil adulte est formée après la 
période embryonnaire, à partir de cette ZMC. L’injection de BrdU a en effet permis de démontrer que 
les cellules la constituant étaient capables de se renouveler, mais aussi de se différencier dans tous les 
types de cellules rétiniennes, propriétés caractéristiques de cellules souches [377].  
Quatre zones caractérisées par des états de différenciation cellulaire différents (cellules souches, 
rétinoblastes, et précurseurs indifférenciés et différenciés) ont été identifiées au sein de la ZMC [387]. 
Ce gradient spatial correspond au gradient temporel de la cascade génique de la formation embryonnaire 
de la rétine (figure 51).  
Cette zone retrouvée chez les mammifères entre l’épithélium rétinal pigmenté et l’iris, sous le 
nom de corps ciliaire, contient seulement une très petite quantité de cellules présentant des 
caractéristiques de cellules souches in vitro (figure 52) [377, 388, 389].  
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Figure 51: Modèle de progression de la formation de la rétine à partir d’une cellule souche appartenant à la 
zone marginale ciliaire.  La cellule souche (S - 1) donne naissance à une autre cellule souche et un rétinoblaste 
(R - 2), qui donnera à son tour naissance à un autre rétinoblaste et un progéniteur (P – 3) post-mitotique mais 
indifférencié. Ce progéniteur va donner naissance finalement à un neurone différencié (D – 4). D’après [387].  
 
Figure 52: Localisation des cellules souches rétiniennes chez le têtard de Xenopus (A) et la souris adulte (B). La 
zone marginale ciliaire (ZMC) chez le xénope et la marge ciliaire pigmentée (MCP ou PCM) du corps cilié chez 
la souris contiennent des cellules souches, dont les propriétés ont été démontrées uniquement in vitro chez la souris. 
CG : cellules ganglionnaires, CNE : couche nucléaire externe, CNI : couche nucléaire interne, ERP : épithélium 
rétinal pigmenté. D’après [377].  
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Les propriétés des cellules souches de la rétine sont l’objet de nombreuses études chez Xenopus 
laevis d’un point de vue régénératif. En effet, l’œil amphibien est également capable de se régénérer. 
L’œil de X.laevis est également largement utilisé dans un cadre neurophysiologique pour mieux 
comprendre les mécanismes régulant la formation des réseaux neuronaux au sein de la rétine, les 
orientations axonales, la synaptogénèse [378]. De plus, des tests de vision peuvent être réalisés afin de 
tester toute altération fonctionnelle de l’œil. De simples tests de type « comportementaux » reposent sur 
les faits que X.laevis peut modifier la couleur de sa peau en fonction de l’intensité lumineuse de son 
environnement ou présente une préférence de couleur pour l’environnement et ainsi peut entraîner la 
modification de la direction de sa nage [390, 391]. Des automates ont d’ailleurs été générés pour 
améliorer les analyses de ces tests comportementaux [392]. D’autres tests reposent sur des 
enregistrements électrophysiologiques des cellules neuronales de la rétine pour tester leur fonctionnalité.   
Outre les avantages expérimentaux cités précédemment, des stratégies alternatives aux micro-
injections ont été mises au point pour cibler les cellules rétiniennes afin d’étudier la rétinogénèse tardive 
ou la fonctionnalité de l’oeil. Il s’agit de la lipofection ou de l’électroporation permettant d’introduire 
de l’ADN, ARN ou MO dans une zone précise au stade désiré. La première technique utilise un agent 
lipophile qui est mélangé à la solution nucléotidique lors de la microinjection [393, 394]. La seconde 
repose sur une injection de ces solutions nucléotidiques chargées dans l’espace entre l’œil et le cerveau 
suivie d’une application de courant entre deux électrodes placées de part et d’autre de l’embryon [395].   
Le modèle Xenopus laevis a également permis d’étudier les fonctions des gènes impliqués dans 
des pathologies oculaires humaines comme celles du gène PAX6 dont la mutation entraîne le syndrome 
ANIRIDA [375, 396], ou du gène RX (ou RAX) dont la mutation cause l’anophtalmie et la sclérocornée 
[397]. Ces études ont permis de montrer l’implication de ces gènes lors des phases précoces de la 
formation de l’œil. Ainsi, ce modèle a permis de déterminer le réseau génique impliqué dans la 
spécification du champ présomptif de l’œil [376, 397] ainsi que l’impact et la régulation des différents 
facteurs de transcription du champ oculaire (EFTFs pour « eye field transcription factors ») notamment 
Pax6 [396, 398, 399] et Rx1 [400, 401] sur le développement de la rétine et du cristallin. Ce réseau et 
les phases du développement de l’œil seront détaillés dans la deuxième partie.  
Enfin comme pour le rein, il est possible de former ex vivo un œil fonctionnel possédant toute les 
structures d’un œil normal après induction de calottes animales, comme décrit dans la partie C3 [341]. 
La greffe de cet œil ectopique est également possible dans un embryon en fin d’organogenèse.  
 Il est également possible de générer des yeux fonctionnels à partir de calottes animales sur-
exprimant le cocktail d’EFTFs [402]. 
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IV- Projet de thèse  
Pour répondre aux questions posées au cours de ma thèse, le modèle d’étude Xenopus laevis 
apparait comme idéal. En effet, ce modèle a permis d’apporter la première évidence in vivo du rôle de 
la signalisation purinergique au cours de l’embryogénèse et de démontrer le rôle des purines 
extracellulaires au cours du développement de l’œil à travers la régulation du réseau génique EFTF 
[403]. 
La première partie de ma thèse m’a permis de caractériser la voie de signalisation de l’adénosine 
chez le xénope et d’obtenir la première carte d’expression spatio-temporelle comparative de ses 
différents acteurs au cours de l’embryogenèse d’un vertébré. La seconde partie de ma thèse a consisté 
en l’étude fonctionnelle de l’ectonucléotidase phosphatase alcaline alpl (capable de dégrader l’ATP, 
ADP et AMP en adénosine). L’étude fonctionnelle de cette enzyme a été déterminée grâce à son profil 
d’expression particulier, au niveau du pronéphros et de la ZMC de la rétine. Les expériences de perte de 
fonction d’alpl démontrent que cette enzyme est nécessaire à la formation de l’œil et du rein. 
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Première partie 
Caractérisation des acteurs de la voie de signalisation de 
l’adénosine 
I- Introduction  
Comme nous l’avons montré plus haut, en plus de posséder de nombreux avantages 
expérimentaux, Xenopus laevis est un excellent modèle pour étudier les voies de signalisation au cours 
du développement embryonnaire [368, 373, 404, 405]. De plus, la plupart des gènes impliqués dans les 
voies de signalisation importantes est conservée chez les tétrapodes. Ainsi, ce modèle semble très 
approprié pour étudier la voie de signalisation de l’adénosine. Que savons-nous sur les acteurs de la 
voie de signalisation purinergique lors de l’embryogenèse de Xenopus laevis [295]? 
A. Profil d’expression  
1. De l’ATP à l’AMP  
Plusieurs données sont disponibles concernant l’expression embryonnaire des acteurs de cette 
partie de la voie de signalisation purinergique. Quelques profils d’expression obtenus par RT-PCR, 
hybridation in situ ou par Northern-blot, ainsi que quelques analyses phylogéniques, ont été publiés. Il 
existe également des images d’hybridation in situ (HIS) de Xenopus tropicalis déposées sur Xenbase 
par la communauté « xénopiste », sans que celles-ci ne fassent l’objet de publication. Mais, aucune 
information n’est indiquée sur la sonde utilisée, ni sur les résultats obtenus avec la sonde contrôle (sonde 
sens). De plus, des EST (Express Sequence Tag) sont également disponibles dans les banques de 
données et apportent des indications sur l’expression de certains gènes, mais ces informations 
nécessitent tout de même d’être confirmées. 
a) Les enzymes  
Les acteurs les mieux caractérisés sont les enzymes permettant l’hydrolyse ou la génération des 
molécules d’ATP extracellulaires.  
 
110 
 
 
Figure 53 : Profil d’expression temporel des gènes entpdase (A) et enpp (B) impliqués dans la voie de 
signalisation purinergique au cours de l’embryogenèse de Xenopus laevis, obtenu par RT-PCR. ODC est le contrôle 
de charge. Le triangle représente la linéarité obtenue par double dilution d’ADNc du stade 45, sauf pour entpdase1 
et enpp2.b pour lesquels les ADNc des stades 27 et 5 ont été respectivement utilisés. Les colonnes –RT et –RNA 
sont des contrôles négatifs. St : stade ;  (A) Egg : ovocyte non fécondé ; (B) Egg : ovocyte fécondé. D’après [406] 
(A) et [295] (B). 
 
Figure 54: Expression des membres de la famille ndpk dans l’embryon de Xenopus laevis. (1) Profil 
d’expression des gènes ndpk1 (images A, D, G et J), ndpk2 (images B, E, H et K) et ndpk3 (images C, F, I et L) 
aux stades indiqués, obtenu par hybridation in situ (D’après Ouatas, 1998). (2) Profil d’expression obtenu par 
hybridation in situ des gènes ndpk4 (nm23-X4) aux stades indiqués (A) et ndpk1, 2 et 3 (nm23-X1, -X2 et –X3, 
respectivement) au stade 33 (B). Les images c et e représentent des zooms au niveau de la tête des embryons de 
stade 32 et 35, respectivement (A). Le contrôle négatif est indiqué « sense » pour sonde sens (C). D’après [407]. 
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(1) Les ectonucléotidases, hydrolysant l’ATP  
Les membres des familles des entpdase et des enpp ont été caractérisés chez X.laevis [406, 408]. 
Les études phylogénétiques montrent une forte conservation de ces deux familles au cours de 
l’évolution : tous les gènes sont retrouvés, excepté enpp5. De plus, l’expression de tous les membres a 
été détectée au cours du développement embryonnaire par RT-PCR, sauf enptdase8. Ainsi, sur les sept 
protéines capables d’hydrolyser l’ATP extracellulaire, six sont exprimées au cours de l’embryogénèse 
et chacun de ces gènes présente un profil d’expression spécifique et dynamique (figure 53). Les gènes 
entpase1, 2 et 3 ne sont pas maternels et leur expression zygotique est détectée dès le début de la 
neurulation (stade 12,5) pour entpdase2, ou seulement à partir de la fin de neurulation (stade 19) pour 
entpdase1 et 3 [406]. Les enpp1, 2a, 2b et 3 ont, quant à eux, une expression maternelle. Leur expression 
zygotique est détectée à partir de la neurulation. A l’exception d’enpp3, le niveau de leur expression 
augmente jusqu’à la fin de l’organogenèse. Les profils d’expression spatiale ont été déterminés par 
hybridation in situ, excepté pour enpp3, et chacun de ces gènes présente une expression distincte. Les 
gènes entpdase 1 et enpp1 sont exprimés dans le compartiment vasculaire, avec une expression forte 
dans l’ilot sanguin ventral. L’expression d’entpdase2 est exclusivement détectée dans les somites. Les 
gènes entpdase3 et les homéologues enpp2 présentent une expression neurale, avec en particulier 
enptdase3 exclusivement exprimé au niveau de la moelle épinière dorsale.  
(2) Les enzymes générant l’ATP  
La famille des gènes nucléoside diphosphate kinase (nm23 ou nme) a également été étudiée chez 
X.laevis et le profil d’expression des gènes nm23-X1, -X2, -X3 et -X4 codant pour les protéines ndpka, 
b, c et d a été obtenu par RT-PCR et hybridation in situ [407, 409] (figure 54). La première étude a 
permis de comparer l’expression des gènes nm23-X1, -X2 et -X3 dès la gastrulation jusqu’au stade 35/36 
en utilisant des sondes localisées essentiellement dans les parties non codantes (UTR) [409]. Ces trois 
gènes sont principalement exprimés dans la partie antérieure de l’embryon : le cerveau, l’œil, l’oreille 
et les arcs branchiaux (figure 54). Le profil d’expression de nm23-X4 a été obtenu plus récemment 
[407]. Son expression zygotique est détectée dès la neurulation dans les bourrelets neuronaux, ainsi que 
dans le tissu présomptif de l’œil. Au stade 35, son expression est restreinte au niveau de la tête, 
principalement dans l’œil, l’oreille, le cerveau et les arcs branchiaux. L’étude comparative de 
l’expression des quatre gènes nm23 à ce stade montre qu’ils ont un profil d’expression spatial différent, 
avec toutefois une expression forte au niveau de l’œil et des arcs branchiaux. De plus, les profils 
d’expression de nm23-X1 et -X2 sont très similaires. Au stade 41, les quatre gènes sont encore exprimés 
dans l’œil, mais avec des profils différents, nm23-X1 et -X2 sont exprimés dans toute la rétine, alors que 
l’expression de nm23-X3 et -X4 est restreinte à la zone marginale ciliaire [407]. Les différences de profils 
obtenus au stade 35 entre les deux études peuvent être expliquées entre autre par les sondes utilisées 
(sondes principalement localisées dans les UTR versus ADNc entier). 
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Figure 55 : Expression de l’adenylate kinase 1 dans l’embryon de xénope au stade 13 (Xenopus laevis - [410] - 
A) et 28 (Xenopus tropicalis – Xenbase - B), obtenue par hybridation in situ. 
 
 
Figure 56 : Profil d’expression temporelle des récepteurs p2y1, p2y4 et p2y11 au cours du développement 
embryonnaire de Xenopus laevis. (1) L’expression de p2y1 a été analysée par hybridation in situ au stade 28 (A). 
Un embryon de stade 32 hybridé avec une sonde sens est utilisé comme contrôle (B). D’après [411]. (2) Le profil 
d’expression de p2y4 a été obtenu par hybridation in situ sur des embryons de stade 14 (A), 17 (B) et 28 (C), et 
par Northern-Blot à différents stades embryonnaires (D). XlP2Y : p2y4 ou p2y8. Histone H4 est le contrôle de 
charge. D’après [412]. (3) Le profil d’expression de p2y11 a été obtenu par hybridation in situ sur des embryons 
de stade neurula âgée (A) et stade 28 (B), et par RT-PCR sur différents stades de développement (C). D’après 
[412]. ODC est le contrôle de charge. –RT est le contrôle négatif. D’après [414]. Ant : antérieur ; ba : arc 
branchiaux ; Brain : cerveau ; Eye : œil ; NP: plaque neurale ; nt : tube neural ;  Post : postérieur ; O : ovocyte ; 
ov : vésicule otique ; stage : stade. 
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De plus, une analyse bioinformatique montre que nm23-X3 (ou nme3) possède un homéologue 
qui code pour une protéine présentant 94,7% d’identité avec ndpkc. Aussi, l’interrogation de Xenbase 
montre que nm23-X2 n’est pas référencée, alors que nm23-X1 est identique au gène nucléoside 
diphosphate kinase 2 (nme2) qui est également présent sous forme d’homéologues. Ceci pose la question 
de la spécificité des sondes utilisées, puisque les séquences correspondantes aux différents clones nm23-
X1, -X2 et -X3 ne sont plus disponibles sous leur numéro d’accession publié [409]. Concernant les quatre 
autres membres de la famille ndpk, des ESTs ont été identifiés pour nm23-X5, X6 et X8 mais seuls nm23-
X5 et nm23-X8 semblent être exprimés durant le développement embryonnaire (Xenbase).  
Peu de données sont disponibles en ce qui concerne l’adénylate kinase 1. Une étude 
transcriptomique montre que son expression zygotique est induite lors de la neurulation et le niveau 
d’expression augmente jusqu’au stade 33, dernier stade testé [413]. Deux images d’hybridation in situ 
sont également disponibles sur le site Xenbase (figure 55). La première montre que l’expression d’ak1 
est détectée au stade 13 dans deux bandes le long du tube neural au niveau du mésoderme paraxial [410]. 
La seconde image est issue d’une hybridation in situ effectuée sur un embryon de Xenopus tropicalis 
(communauté xénopiste). Au stade 28, ak1 est exprimé dans les somites, les arcs branchiaux et dans 
l’épiderme.  
b) Les récepteurs p2 
En ce qui concerne les récepteurs p2, très peu de données sont publiées. Seuls les profils 
d’expression des expressions embryonnaires des récepteurs p2y1, p2y4 (publié sous le nom de p2y8 ou 
Xlp2y) et p2y11 ont été générés par hybridation in situ, RT-PCR et Northern-Blot [411, 412, 414]. Les 
données disponibles montrent que ces récepteurs sont exprimés lors de la neurulation dans le tissu 
nerveux (figure 56). Lors de l’organogénèse, leur expression se retrouve dans le tissu nerveux, de 
manière exclusive ou non (Tableau 5).  
Au laboratoire, l’étude comparative de tous les récepteurs p2 ATP-dépendants chez X.laevis a fait 
l’objet d’un sujet de stage de Master deuxième année (C. Blanchard, 2013-2014). Leurs profils 
d’expression ont été caractérisés par RT-PCR et par hybridation in situ. Chaque récepteur possède un 
profil d’expression spatiale et temporelle différent (Blanchard et Massé, résultats non publiés).  
La carte regroupant les profils d’expression temporelle connus des acteurs initiant la voie de 
signalisation purinergique au cours de l’embryogenèse de Xenopus laevis est représentée dans la figure 
57. 
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Figure 57 : Profil d’expression temporel des acteurs du début de la voie de signalisation purinergique décrits 
chez Xenopus laevis. Les flèches noires représentent l’expression des enzymes et des récepteurs décrits dans la 
littérature au cours des 4 phases majeures du développement embryonnaire (segmentation, gastrulation, 
neurulation et organogenèse). Les flèches bleues représentent les expressions des gènes associés, disponibles dans 
les banques de données et les flèches vertes celles qui feront prochainement l’objet d’une publication (Blanchard 
et Massé). Les pointillés représentent les stades où les gènes indiqués ne sont pas exprimés. L’expression du gène 
ak1 a été déterminée chez Xenopus tropicalis (astérisque). 
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Figure 58: Expression d’alpl dans un embryon de Xenopus tropicalis au stade 39, obtenue par hybridation in 
situ. (A) Embryon entier vue latérale (A), coupe de l’œil (B) et zoom sur la zone marginale ciliaire dorsale (C). 
Les pointillés délimitent le marquage. Lens : cristallin. D’après [381]. 
 
 
 
Figure 59: Profil d’expression spatio-temporel de pnp au cours du développement embryonnaire de Xenopus 
laevis, aux stades 10,5 (A), 11 (B et section en C), 15 (D et section en E), 22 (F et section en G) et 28 (H et sections 
en I et J). som : somites ; not : notochorde ; ov : vesicule otique. D’après  [415]. 
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2. La voie de signalisation de l’adénosine 
Contrairement aux acteurs débutant la voie de signalisation purinergique, très peu de données sont 
disponibles concernant la caractérisation chez Xenopus laevis des autres acteurs de la voie, liés à la 
signalisation de l’adénosine (enzymes de production et dégradation, récepteurs et transporteurs). Ces 
données sont parcellaires et obtenues par différentes méthodes.  
a) Les enzymes  
(1) Les enzymes générant l’adénosine  
La seule donnée d’hybridation in situ concernant une enzyme générant l’adénosine est pour 
l’alcaline phosphatase alpl publiée chez X.tropicalis [381] (figure 58). L’expression du gène alpl est 
retrouvée dans la rétine au stade 39, et plus particulièrement dans la zone marginale ciliaire contenant 
les cellules souches et progénitrices rétiniennes. Cependant, plusieurs ESTs (Unigene : Xl.1299) ont été 
trouvés à divers stades embryonnaires chez Xenopus laevis (Xenbase).  
Seules quelques séquences ESTs sont disponibles pour cd73 et acpt. Ces ESTs proviennent de 
banques d’ADNc générées à partir d’embryons en phase de neurulation (stade 15 pour cd73 et stade 17 
à 19 pour acpt). 
(2) Les enzymes dégradant l’adénosine 
La seule enzyme de dégradation de l’adénosine dont le profil d’expression ait été publié est la 
purine nucleoside phosphorylase pnp. Ce profil d’expression spatiale a été obtenu par hybridation in situ 
sur des embryons à différents stades embryonnaires [415] (figure 59). Son expression est dynamique au 
cours du développement, mais elle est principalement associée aux tissus neuraux et au mésoderme non 
segmenté ou indifférencié. Cependant, l’étude est limitée à quelques stades du début de la gastrulation 
(stade 10,5) au milieu de l’organogenèse (stade 28).  
Des ESTs correspondant au gène codant pour l’enzyme adenosine deaminase ada ont été identifiés 
aux stades gastrula (stades 10 à 12,5) et à des stades d’organogénèse (stade 25) et de métamorphose 
(Xenbase). 
b) Les récepteurs adora/p1 
Des études électrophysiologiques suggèrent que le récepteur adora1 serait exprimé au niveau de 
la moelle épinière à la fin de l’organogenèse (stades 37/38 et 41) [326]. Une séquence EST a aussi été 
déterminée à la fin de la gastrulation (stade 12,5).  
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Figure 60: Expression du récepteur adora2a dans un embryon de Xenopus laevis au stade 30. D’après [310]. 
 
Figure 61: Profil d’expression spatio-temporel des transporteurs slc28a2 et slc29a1, 2 et 3 au cours du 
développement embryonnaire de Xenopus tropicalis aux stades indiqués. (D’après Xenbase) 
Figure 62: Profil d’expression temporel des acteurs de la voie de signalisation de l’adénosine décrits chez 
Xenopus laevis. Les flèches noires représentent l’expression des enzymes et des récepteurs décrits dans la 
littérature au cours des 4 phases majeures du développement embryonnaire (segmentation, gastrulation, 
neurulation et organogenèse). Les flèches bleues représentent les expressions des gènes associés, disponibles dans 
les banques de données. Les pointillés représentent les stades où les gènes indiqués ne sont pas exprimés. Les 
gènes dont l’expression embryonnaire a été analysée chez Xenopus tropicalis sont suivis d’un astérisque. 
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La seule donnée concernant le profil d’expression d’adora2a est issue de la publication de Lijima 
et al [310]. Cette image d’hybridation in situ montre un profil d’expression assez large en phase 
d’organogénèse (stade 30), notamment un marquage au niveau de l’œil, des somites, des arcs 
branchiaux, et du cerveau (figure 60).  
c) Les transporteurs de nucléosides 
Quelques images d’hybridation in situ déposées par la communauté « xénopiste » recouvrant cinq 
stades de développement de Xenopus tropicalis sont disponibles sur le site Xenbase (figure 61). Le 
profil d’expression de trois des quatre membres de la famille slc29a codant les ent a été déterminé : 
slc29a2 est le seul exprimé au cours de la neurulation (stade 17). Au cours de l’organogénèse, les gènes 
slc29a présentent des profils d’expression distincts. Slc29a1 est exprimé au niveau de l’îlot sanguin 
ventral, ainsi qu’au niveau du rein, de l’œil et du cerveau. L’expression de slc29a2 est retrouvée dans 
les somites, l’îlot sanguin ventral, ainsi qu’au niveau de la tête (œil et cerveau). Le profil d’expression 
de slc29a3 est moins précis, avec cependant une expression au niveau rénal. Seul le profil du gène 
slc28a2 appartenant à la famille des gènes codant pour les cnt a été déterminé. Celui-ci possède une 
expression zygotique tardive, mais tissue-specifique au niveau du rein embryonnaire. De plus, des 
séquences ESTs ont été déterminées pour le gène slc29a3 en fin de gastrulation, début de neurulation, 
puis en début d’organogenèse et pour le gène slc28a3 au début de la neurulation (stade 12,5). 
Il est donc possible de dresser la carte d’expression des acteurs de la voie de signalisation de 
l’adénosine au cours de l’embryogenèse de Xenopus laevis (figure 62). Cependant, celle-ci est très 
incomplète.  
B. Etudes fonctionnelles 
Les études fonctionnelles des différents acteurs de la voie de signalisation sont très peu 
nombreuses. 
Le rôle embryonnaire de l’enzyme entpdase2 a été étudié chez Xenopus laevis par des approches 
de gain et perte de fonction, montrant son implication dans le développement de l’œil [403]. En effet, la 
surexpression ciblée de son gène entraîne la formation d’un œil ectopique lors de l’organogenèse, via 
l’augmentation de l’expression du réseau génique impliqué dans la formation de l’œil [416]. De plus, 
l’inhibition de l’expression de l’entpdase2, simultanement à celle du récepteur ADP dépendant p2y1, 
grâce à la technique morpholino, entraîne la perte de l’œil et de l’expression des gènes marqueurs 
précoces de l’œil. Ces résultats démontrent que l’ADP est la purine extracellulaire impliquée dans ce 
processus.   
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Le rôle de l’enzyme ndpk4 codée par nm23-X4 au cours de l’embryogenèse a également été étudié 
chez X.laevis par des approches fonctionnelles, de surexpression, et de sous-expression par l’utilisation 
de shRNA [407]. Cette étude montre l’implication de cette enzyme au cours de la gliogénèse de l’œil. 
En particulier, ndpk4 inhibe l’activité gliogénique de la cdki p27Xic1 en agissant sur la phase finale de 
la determination cellulaire rétinienne, à savoir la production des cellules gliales de Müller. De plus, les 
effets de la surexpression de nm23-X4 suggèrent également un rôle activateur de la gliogénèse pour cette 
enzyme mais de façon cdki-indépendante.  
L’implication des différents récepteurs purinergiques a été démontrée par des méthodes 
chimiques. L’administration d’antagonistes des récepteurs p2 dans les phases précoces de 
l’embryogenèse de Xenopus laevis provoque des défauts au niveau de la gastrulation et entraîne la 
formation d’embryons ventralisés [417]. L’activation des récepteurs p1 par l’administration d’adénosine 
à la fin de la gastrulation (stade 12) entraîne des défauts dans la formation des somites en milieu 
d’organogenèse (stade 35/36) et une réduction de l’expression du marqueur somitique myoD dès la 
neurulation (stade 20) [310]. De plus, le blocage de ces récepteurs entraine des défauts au niveau de 
l’angiogenèse et de la lymphangiogenèse en milieu d’organogenèse (stade 35/36) [311]. Ces résultats 
démontrent l’implication de l’adénosine lors du développement des somites et des vaisseaux sanguins, 
cependant, les mécanismes restent inconnus. 
Bien qu’il soit clair que l’adénosine est impliquée dans le développement embryonnaire de 
certains organes de Xenopus laevis [310, 311], le mécanisme de ses effets reste très mal compris. De 
plus, les acteurs pouvant provoquer ces effets restent très peu caractérisés dans ce modèle. Pour ces 
différentes raisons, nous avons décidé de déterminer le profil d’expression de chaque acteur de cette 
voie. Ce travail nous a permis de générer la première carte d’expression comparative des gènes de la 
voie de signalisation de l’adénosine au cours de l’embryogenèse, en utilisant les mêmes méthodes, dans 
le même modèle animal vertébré. Cette étude est nécessaire en vue d’analyses fonctionnelles 
approfondies de ces gènes in vivo (deuxième partie). 
II- Résultats 
Les données expérimentales acquises au cours de la première partie de ma thèse sont présentées 
ici sous forme d’un article scientifique publié dans le journal Purinergic Signalling et de résultats 
complémentaires. 
L’article est centré sur le clonage et la caractérisation des différents acteurs de la voie de 
signalisation de l’adénosine chez le xénope. Nous y présentons les analyses phylogéniques de chaque 
acteur du métabolisme de l’adénosine, obtenues après avoir déterminé les séquences des gènes et 
protéines othologues des mammifères chez Xenopus laevis et tropicalis. Cette étude a permis  
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d’identifier vingt-neuf séquences chez X.laevis codant pour sept enzymes de production, six enzymes 
de dégradation de l’adénosine, des neuf récepteurs adoras et sept transporteurs nucléosidiques, ainsi que 
vingt-deux séquences chez X.tropicalis (onze enzymes impliquées dans le métabolisme de l’adénosine, 
sept adora recepteurs and cinq transporteurs). Puis, nous exposons la première carte d’expression spatio-
temporelle de ces acteurs, en comparant leur distribution au cours de l’embryogenèse de Xenopus laevis, 
et chez le crapaud adulte. Chaque gène possède une expression spécifique et dynamique, suggérant que 
la concentration en adénosine est régulée durant le développement embryonnaire temporellement et 
spatialement. Cependant, par HPLC, nous montrons que la concentration en adénosine dans l’embryon 
au cours du développement est très faible et reste constante. Ces résultats vont dans le sens des résultats 
observés chez la souris et l’oursin: un excès d’adénosine semble néfaste pour un développement 
embryonnaire normal. Ce travail est le premier décrivant et comparant les profils d’expression complets 
des acteurs de la voie de signalisation de l’adénosine durant le développement d’un organisme modèle 
vertébré. Les références de l’article et la numérotation des figures (Fig) sont propre à l’article tel qu’il 
est publié [418]. 
Les résultats complémentaires regroupent les études phylogéniques non montrées dans l’article, 
ainsi que des profils d’expression additionnels, obtenus par hybridation in situ. Ces résultats seront 
inclus dans des publications ultérieures.  
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Abstract Adenosine is an endogenous molecule that regu-
lates many physiological processes via the activation of four
specific G-protein-coupled ADORA receptors. Extracellular
adenosine may originate either from the hydrolysis of released
ATP by the ectonucleotidases or from cellular exit via the
equilibrative nucleoside transporters (SLC29A). Adenosine
extracellular concentration is also regulated by its successive
hydrolysis into uric acid by membrane-bound enzymes or by
cell influx via the concentrative nucleoside transporters
(SLC28A). All of these members constitute the adenosine
signaling pathway and regulate adenosine functions. Al-
though the roles of this pathway are quite well understood in
adults, little is known regarding its functions during vertebrate
embryogenesis. We have used Xenopus laevis as a model
system to provide a comparative expression map of the dif-
ferent members of this pathway during vertebrate develop-
ment. We report the characterization of the different enzymes,
receptors, and nucleoside transporters in both X. laevis and
X. tropicalis, and we demonstrate by phylogenetic analyses
the high level of conservation of these members between
amphibians and mammals. A thorough expression analysis
of these members during development and in the adult frog
reveals that each member displays distinct specific expression
patterns. These data suggest potentially different developmen-
tal roles for these proteins and therefore for extracellular
adenosine. In addition, we show that adenosine levels during
amphibian embryogenesis are very low, confirming that they
must be tightly controlled for normal development.
Keywords Adenosine metabolism . Adenosine receptor .
Embryogenesis . Extracellular adenosine . Nucleotide
transporter . Xenopus
Introduction
Extracellular adenosine, an endogenous purine nucleoside, is
one of the key mediators of the purinergic signaling pathway
[1]. Its inhibitor effect on neurotransmitter release was discov-
ered four decades ago [2]. This molecule plays multiple roles
in adult physiology and pathophysiology and regulates vari-
ous processes through the activation of four specific P1 re-
ceptors named ADORA (A) 1, 2A, 2B, and 3 [1, 3–6]. These
receptors are members of the rhodopsin-like family of G-
protein-coupled receptors. ADORA1 and ADORA3 are neg-
atively coupled to adenylate cyclase and their activation in-
hibits cAMP production, whereas ADORA2A and
ADORA2B are positively coupled to adenylate cyclase and
elevates cAMP.
Different actors of the purinergic signaling pathway regu-
late adenosine concentration in the extracellular space.
Ectonucleotidases on the cell surface allow the production of
adenosine from the sequential degradation of extracellular
ATP in ADP and AMP [7]. Four major families exist and
work in concert or consecutively. Ecto-nucleoside triphos-
phate diphosphohydrolase family (NTPDases) includes nine
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mammalian proteins which can hydrolyze extracellular nucle-
oside 5’-triphosphate (NTP) and 5’-diphosphate (NDP) in
nucleoside monophosphate (NMP) with specific substrate
specificity. Seven ecto-nucleotide pyrophosphates/
phosphodiesterases (ENPPs) were found in mammals, but
only three (ENPP1, 2, and 3) can hydrolyze nucleotides and
generate NMP or NDP from NTP, and NMP from NDP.
ENPP2 displays a wider catalytic capacity by being able to
hydrolyze AMP to adenosine. However, a recent study dem-
onstrated that ENPP4 could generate ADP and ATP from
diadenosine polyphosphates [8]. The functional role of each
enzyme is very variable and depends on the specific nucleo-
tide or non-nucleotide substrate [9]. Alkaline phosphatases
(APs) reveal hydrolysis properties with broad substrate spec-
ificity [7]. Several paralogs are expressed in vertebrate and
their number varies between species. In human, four APs have
been characterized and named according to their predominant
distribution in adult tissues. ALPL or TNAP (tissue-non-spe-
cific AP) is ubiquitous but highly expressed in the liver, bone
and kidney, while ALPP or PLAP (placental AP), ALPP2 or
GCAP (germ cell AP) and ALPI or IAP (intestinal AP) show a
more restricted tissue distribution. APs can sequentially de-
phosphorylate extracellular ATP, ADP, and AMP to adenosine
and are the only ectonucleotidases with this property. The
major function of NT5E (ecto-5’-nucleotidase) or CD73 is
the hydrolysis of extracellular AMP in adenosine like other
ribonucleotidases and deoxyribonucleotidases [7]. Recently, it
was demonstrated an ectonucleotidase function to prostatic
acid phosphatases (PAP), producing adenosine from extracel-
lular AMP, a minor extent ADP, but not ATP [10]. Four other
isoenzymes have been identified: erythrocytic, macrophagic,
lysosomal and testicular acid phosphatases [11], but no
ectonucleotidase activity have been demonstrated to date.
Degradation enzymes hydrolyze successively adenosine in
inosine, hypoxanthine, xanthine and finally uric acid that is
excreted by the kidney. Adenosine deaminase (ADA) cata-
lyzes the irreversible deamination of adenosine and 2’-
deoxyadenosine to inosine and 2’-deoxyinosine, respectively.
The (deoxy)inosine is then metabolized into hypoxanthine by
the purine nucleoside phosphorylase (PNP) enzyme [12].
These two enzymes display a similar subcellular localization
and are expressed in the cytosol but can also be found on the
cell surface. Adenosine kinase (ADK) is a cytosolic enzyme
which catalyzes the phosphorylation of adenosine to AMP+
ADP, using ATP [13].
With adenosine being a hydrophilic molecule, specific
nucleotide transporters facilitate its movement across the cell
membranes and are indispensable for its recycling into the cell
[14, 15]. Equilibrative nucleoside transporters (SLC29A or
ENTs) mediate the transport of adenosine and other nucleo-
sides in both directions, according to the nucleoside gradient
concentration. Four SLC29A were distinguished: SLC29A1,
2, and 3 (ENT1, 2, and 3) are selective for purine and
pyrimidine nucleosides and SLC29A4 (ENT4) is specifically
selective for adenosine. Concentrative nucleoside transporters
(SLC28A or CNTs) mediate nucleoside uni-directional trans-
port, coupled with sodium ion gradient. Three different trans-
porters have been described: SLC28A1 and 3 (CNT1 and
CNT3) are selective for pyrimidine nucleosides and for aden-
osine or purines, respectively, and SLC28A2 (CNT2) is se-
lective for purine nucleosides and uridine.
The roles of extracellular adenosine in adult are quite well
known, especially in the modulation of the immune and
nervous systems, although other organ physiology, such as
the kidney and heart, is also regulated by this purine. Adeno-
sine regulates both innate and adaptive immune system cell
functions [5]. Indeed, the accumulation of extracellular aden-
osine drives a strong inhibition of T cell proliferation and
immunodeficiency, as observed in the severe combined im-
munodeficiency disease (SCID) due to adenosine deaminase
deficiency [16]. In the nervous system, adenosine has a per-
vasive and generally inhibitory effect on neuronal activity and
modulates neuronal functions and normal behavior mainly
through ADORA1 and ADORA2A receptor activation [17].
Its actions generally antagonize those induced by ATP, as in
the sleep/wake cycle. Aberrant adenosine signaling has been
implicated in several neuropathological conditions ranging
from degenerative neuronal diseases to psychiatric disorders
and also in non-neuronal pathologies such as cancer [18–22].
However, neuroprotective action of adenosine has been dem-
onstrated in neuroinflammation, epileptic seizures, ischemia
via the activation of the ADORA1 receptor, and also in
neurodegenerative diseases via the inhibition of ADORA2A
receptor [17, 21–23]. Therefore, adenosine receptors are now
therapeutic targets with several ligands being in clinical trials
or used already in medicine [20, 21]. Furthermore, recent
evidences have placed the purinergic signaling pathway as
key regulator of stem cell proliferation and differentiation and
may open door to novel cell therapy and tissue repair
applications [6].
Recent evidence has implicated adenosine into the prolif-
eration of neural progenitors and their differentiation into
neurons or oligodendrocytes [3, 24]. However, despite the
generation of knockout mice for the ADORA receptors or
the enzymes involved in adenosine metabolism, their func-
tions during embryonic development have been poorly stud-
ied. Nevertheless, modification of adenosine signaling can
have powerful effects on development. Indeed, Ada−/− mice
die prenatally with profound disturbances in purine metabo-
lism affecting not only the developing immune system but
also the renal, neural, skeletal, and pulmonary systems [16].
Moreover, constitutive overexpression of Adora1 in mice
caused the development of cardiac dilatation and death within
6 to 12 weeks [25]. Muscle-tissue-specific overexpression of
Adora3 in mice is lethal before E8.5 [26]. Furthermore, an
excess of exogenous adenosine blocks mouse and starfish
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development [27, 28]. These data suggest that the adenosine
levels must be tightly regulated during embryogenesis. Nev-
ertheless, no comprehensive expression profile for the adeno-
sine signaling members during vertebrate embryogenesis is
available, and the implication of adenosine during embryo-
genesis remains still largely unknown.
Xenopus laevis provides a powerful model organism for the
establishment of the roles of a signaling pathway during
vertebrate embryogenesis. X. laevis embryo has many advan-
tages, namely the large size, its abundance, and rapid external
development. Moreover, this model was used for the first
demonstration of the roles of the purinergic signaling pathway
during embryogenesis [29]. We have conducted here a com-
prehensive study of the embryonic expression profile for each
actor of the adenosine pathway in the amphibian X. laevis,
thus realizing the obligatory step before any in vivo functional
analysis. Although we have previously described the embry-
onic expression profiles of Xenopus entpdase [30] and enpp
[31] gene families, the expression of the other purinergic
actors remained poorly documented [32–34].
Here, we report the cloning and characterization of thirteen
enzymes involved in the metabolism of adenosine, together
with nine adora receptors and seven nucleoside transporters in
X. laevis. We also present and compare their temporal and
spatial expression patterns in frog embryos and their distribu-
tion in adult tissues. The identification of these actors in
Xenopus tropicalis allowed us to provide an in-depth
phylogenic analysis. Furthermore, adenosine concentration
was measured during X. laevis embryogenesis. This work is
the first study that describes and compares the complete
embryonic expression pattern of the actors of the adenosine
pathway during the development of a vertebrate model
organism.
Materials and methods
Ethic statement
This study was carried out in strict accordance with the rec-
ommendations in the Guide for the Care and Use of Labora-
tory Animals of the European Community. The protocol was
approved by the “Comité d’éthique en experimentation de
Bordeaux” Nu33011005-A.
Bioinformatics
Sequences were identified on the NCBI and Xenbase data-
bases [35]. Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
searches were performed on the NBCI Nucleotide and on
the Xenbase X. laevis 7.1 Scaffolds genome databases [36].
Conceptual translation of complementary DNA (cDNA) was
performed on the ExPASy internet site using the program
Translate Tool (web.expasy.org/translate/). Accession num-
bers of all sequences used in this study are given in Supple-
mentary Table S1 and in figure legends.
Alignments were performed using the program CLUSTAL
W2 [37]. A phylogenetic tree was created on the Phylogeny.fr
platform, using the tree builder program “PhyML” using
maximum likelihood [38] and the Drosophila melanogaster
sequences as root sequences. Syntenymapswere generated by
comparison of X. tropicalis, Danio rerio, Gallus gallus, Mus
musculus, and Homo sapiens genomics context using the
NCBI Entrez Gene of each gene.
Embryos culture and dissection
Embryos were obtained by in vitro fertilization of eggs col-
lected in 1×Marc’sModified Ringer’s (MMR) saline solution,
from a hormonally stimulated X. laevis female by adding
crushed testis isolated from a killed male. Fertilized eggs were
dejellied in 3 % L-cysteine hydrochloride, pH 7.8 (Sigma-
Aldrich), and washed several times with 0.1×MMR. Embryos
were then cultured to the required stage in 0.1× MMR in
presence of 10 μg/mL of gentamycin sulfate. The embryos
were staged according to Nieuwkoop and Faber [39]. Dissec-
tions of anesthetized embryos were performed in 0.1× MMR
using forceps and an eyebrow hair knife.
RT-PCR
RNA extraction from whole or dissected embryos and adult
tissues, and cDNA synthesis were performed as described by
Massé et al. [31]. For each gene, specific primers were de-
signed on two different exons, in order to discriminate geno-
mic from cDNA amplification (Supplementary Table S2).
After optimization of the PCR conditions using a gradient
PCR machine (Biorad), RT-PCR products were verified by
sequencing (Beckman Coulter Genomics Company). For each
experiment, the quantity of input cDNA was determined by
equalization of the samples with a constant gene, either odc
(ornithine decarboxylase) or ef1α (elongation factor 1α). Lin-
earity of the signal was controlled by carrying out PCR
reactions on doubling dilutions of cDNA, illustrated by the
triangle in Figs. 4, 5, and 6. Negative controls (−RNA, −RT,
and −cDNA) were also performed.
HPLC
Cellular extracts from embryos were prepared by an ethanol
extraction method adapted from Loret et al.[40]. In brief,
whole embryos were dropped into 5 ml ethanol/10 mM
Hepes, pH 7.2 (4:1 v/v), and incubated at 80 °C for 3 min.
Samples were evaporated using a rotavapor apparatus. The
residue was resuspended in 500 μL of water and insoluble
particles were eliminated by centrifugation and the
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supernatant was ultra-filtrated on a Nanosep10K® cartridge
(Pall). Metabolites were separated on a carbopacPA1 column,
linked to an ICS3000 chromatography workstation (Dionex)
using a sodium adetate gradient (from 50 to 800 mM) in
50 mMNaOH as described [41]. ATP, ADP, AMP, adenosine,
inosine, and hypoxanthine peaks were identified by their
retention time as well as by co-injection with standards and/
or their UV spectrum signature.
Results
Isolation and sequence characterization of adenosine pathway
genes and proteins
Table 1 summarizes the official symbol provided by HGNC
together with their synonyms of the different actors, enzymes,
receptors, and transporters involved in adenosine signaling
pathway. We were able to identify the amphibian orthologs
for all the members of this pathway except for the SLC281
and SLC29A4 transporters and the ALPP and ALPPL2 phos-
phatases (Table 1). The amphibian members involved in
adenosine signaling pathways were cloned using different
strategies (Supplementary Table S3). The amphibian enpp2A,
enpp2B, and pnp sequences have been already published [31,
32]. The majority of the X. laevis and X. tropicalis sequences
were available on the Xenbase or NCBI websites (accession
numbers given in Supplementary Table S1). However, the
remaining sequences were identified by BLASTN on the
X. laevis genome version 7.1 databases using the X. tropicalis
orthologous sequences as query sequences. Moreover, two
X. laevis ada (ada.a and ada.2) and three adora3 (adora.1–
3) genes respectively located on the scaffold 14557 and
137317 were identified. These genes are also present in
X. tropicalis genome and certainly have arisen from genome
duplication. They were numbered according to their positions
within their scaffolds. Furthermore, this genomic sequence
search allowed us to identify a second gene encoding similar
adora1, adora2, ada.1, pnp, slc29a1 and slc29a3 proteins,
respectively. These duplicated genes are located on separate
scaffolds and must be homeologs, arisen from the X. laevis
genome polyploidization event [42]. According to the nomen-
clature gene guidelines, we tagged these homeologs with .a
and .b, with the suffix .a being allocated to the published or
identified on Xenbase. The different protein sequences were
deduced from conceptual translation of the nucleotide
sequences.
Each X. laevis and X. tropicalis sequence was further
verified as true ortholog of mammalian genes by sequence
alignments, synteny and phylogenetic analyses. We chose to
only represent in the following section these analyses for the
multigenic families.
Synteny and phylogenic analysis of adenosine pathway actors
Adenosine production
As we have previously described the phylogenetic analyses
of the entpdases and enpp enzyme families [30, 31], we
conducted a synteny and phylogenetic analysis for the
alkaline and acid phosphatase multigenic families and used
the Drosophila melanogaster enzymes as root for the phy-
logenetic tree (Figs. 1, S1, S2 and Table 2 and Supplemen-
tary Table S4). Since X. laevis genome assembly is not
finished, synteny analyses were conducted with the
X. tropicalis genome. As shown in Fig. 1, there is a clear
separation between the tissue-non-specific (ALPL) and the
tissue specific (ALPI, ALPP, and ALPPL2) alkaline phos-
phatases. In contrast to the ALPL proteins, the other alka-
line phosphatases seem to be less conserved during evolu-
tion. Two ALPI genes have been identified in frog, chick,
and zebrafish (ALPI.1 and ALPI.2). Although five ALPI.2
transcripts have been reported in chick, we decided to use
only the isoform 5 for our phylogenetic analysis because of
its higher level of identity with the human protein. There is
a clear separation between the three mammalian enzymes
and the non-mammalian ones, which can be correlated with
the restricted mammalian expression of the mouse ALPPL2
and human ALPPL and ALPPL2 enzymes. However, the
human and mouse ALPI genes are more related to their
paralog genes than to their orthologs genes. Regarding the
non-mammalian enzymes, the ALPI.1 proteins are more
related to their mammalian orthologs. For example, X. laevis
and X. tropicalis alpi.1 share more than 60 % of identity
with the human protein, respectively, whereas the percent-
age of identity between Xenopus and human ALPI.2 se-
quence is less than 55 % (Table 2). Synteny analysis
confirmed that Xenopus identified intestinal alkaline phos-
phatase genes are the true orthologs of the human, mouse,
and chick ALPI genes (Supplementary Fig. S1). How-
ever, the orientation of these genes is different in
mouse. Interestingly, the other alkaline phosphatase
genes, human ALPPL2 and ALPP and mouse Alppl2, are
located on the same chromosomes than the ALPI genes.
The phylogenetic analysis of the acid phosphatases dem-
onstrates the separation between the prostatic (ACPP), testic-
ular (ACPT), and lysosomal (ACP2) acid phosphatase groups
(Supplementary Fig. S2). Each of these proteins is more
related to its orthologs than to the other acid phosphatases in
the same species. Our phylogenetic study revealed that the
Xenopus acpt genes, identified under the acpp gene symbol on
Xenbase and NCBI websites, are indeed encoding the am-
phibian orthologs of human ACPT enzyme. Sequence analy-
sis demonstrates that the ACP2 protein is the most conserved
enzyme during vertebrate evolution. Xenopus and human
proteins share more than 55 % of identity, whereas the
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Xenopus and human ACPT or ACPP share less than 50 % of
identity (Supplementary Table S4).
Adenosine receptors
We have identified nine putative ADORA receptors in
X. laevis and six in X. tropicalis. As expected, adora1, adora2a
and adora2b homeologs are highly similar, with 94 to 97 % of
identity between them (Table 3). The duplicated adora3
receptors are less conserved, sharing only 51.1 to 85.4 % of
identity. The phylogenetic analysis of these adora receptors in
Xenopus and other vertebrates and invertebrates was carried
out using the full sequence of each protein. This analysis
demonstrates the clear separation between adora1-adora3
and adora2a-adora2b receptors receptors (Fig. 2a). Eachmem-
ber is more related to its orthologous than to the other family
members in the same species. Analysis of the amino acid
conservation between Xenopus proteins and their mammalian
Table 1 Adenosine signaling pathway members studied. The table summarizes the official symbols provided by HGNC (HUGO Gene Nomenclature
Committee) of the genes as used on the NCBI website and by the Gene Nomenclature Guidelines from Xenbase website
Synonyms are also indicated in brackets. D.rerio = Danio rerio, G.gallus = Gallus gallus, H.sapiens = Homo sapiens, M.musculus = Mus musculus,
X.laevis = Xenopus laevis, X.tropicalis = Xenopus tropicalis
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orthologs showed a higher level of identity among species for
a specific ADORA receptor (Table 3). For example, X. laevis
adora1.a shares 96.3 and 68.4 % of identity with X. tropicalis
and human ADORA1 protein, and only 44.9 to 51.8 % of
Fig. 1 Relatedness of alkaline phosphatase (AP) proteins. A phyloge-
netic tree of vertebrate AP proteins was constructed on the Phylogeny.fr
platform. A cluster algorithm was used to build the tree. Likelihood ratio
is indicated at each node of the tree. The star represents a trifurcation
(likelihood ratio null). The GenBank accession numbers of AP proteins
are given in Supplementary Table S1 and as follows: APH-4.A:
NP_524601; APH-4.B: NP_733413; ALPL-D.r: NP_957301; ALPL-
G.g: NP_990691; ALPL-M.m: NP_031457; ALPL.1-H.s: NP_000469;
ALPL.2-H.s: NP_001120973; ALPL.3-H.s: NP_001170991; ALPI.1-
D.r: NP_001014375; ALPI.2-D.r: NP_001020359; ALPI.1-G.g:
XP_003641809; ALPI.2-G.g: XP_422743 (isoform 5); ALPI-M.m:
NP_001074551; IAP-M.m: NP_031458.2; ALPI-H.s: NP_001622;
ALPPL2-M.m: NP_031459; ALPP-H.s: NP_001623; and ALPPL2-
H.s: NP_112603. ALPPL2-M.m, embryonic alkaline phosphatase;
ALPPL2-H.s, germ cell alkaline phosphatase; ALPI and IAP-M.m, in-
testinal alkaline phosphatase; ALPI-M.m, intestinal alkaline phosphatase
global; ALPP, placental alkaline phosphatase; ALPL, tissue-non-specific
alkaline phosphatase. D.m, Drosophila melanogaster; D.r, Danio rerio;
G.g, Gallus gallus; H.s, Homo sapiens; M.m, Mus musculus; X.l,
Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis
Table 2 Identity conservation between the Xenopus tissue specific alkaline phosphatase proteins and their human orthologs
X.l X.t M.m H.s
ALPI.1 ALPI.2 ALPI.1 ALPI.2 IAP ALPI ALPPL2 ALPI ALPP ALPPL2
X.l ALPI.1 100
ALPI.2 56.8 100
X.t ALPI.1 88.1 58.6 100
ALPI.2 57.6 89.0 59.4 100
M.m IAP 60.4 56.8 61.4 55.5 100
ALPI 62.6 56.7 61.1 57.3 78.7 100
ALPPL2 58.4 55.5 58.0 55.0 74.1 76.4 100
H.s ALPI 63.3 53.8 61.9 54.9 77.5 78.2 76.1 100
ALPP 59.3 51.5 58.2 49.4 72.9 73.8 74.7 85.5 100
ALPPL2 58.1 51.0 57.1 47.6 74.3 75.0 74.5 86.9 96.8 100
The percentage of amino acid identity between proteins was determined by pairwise alignment using Clustal W2 software on the EMBL-EBI Internet
site. The accession numbers of the different adenosine member clones are given in Supplementary Table S1 and in the legend of Fig. 1
H.s Homo sapiens, M.m Mus Musculus, X.l Xenopus laevis, X.t Xenopus tropicalis
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identity with the three other X. laevis adenosine receptors.
ADORA1 protein is the most conserved receptor during ver-
tebrate evolution with X. laevis and human proteins sharing
68.4 % of identity (Table 3). The three adora3 proteins are the
least conserved receptors, showing less than 55 % with the
human ADORA3 protein. Among these three receptors, the
adora3.3 is the most conserved, sharing 93.2 and 54.7 % of
identity with its orthologous X. tropicalis and human
sequence.
We confirmed the conservation of ADORA genes in the
vertebrate lineage at the genomic level (Fig. 2b). The synteny
is conserved for each ADORA gene, confirming that the
identified amphibian sequences are true orthologs of the hu-
man adenosine receptors. However, the adora3 gene has been
duplicated in amphibian species and the orientation of these
genes is different in the X. tropicalis genome.
Adenosine degradation
We identified two genes, named ada.1 and ada.2, coding for
ada enzymes in X. tropicalis and three in X. laevis, called
ada1.a, ada1.b, and ada.2. Synteny analysis confirmed the
conservation of these genes during vertebrate evolution and a
duplication event in the amphibian lineage (Supplementary
Fig. S3a). Phylogenetic analysis demonstrated that each
Xenopus ada gene is more related to its amphibian orthologs
than to its paralog (Supplementary Fig. S3b). Indeed, Xenopus
ada.1 proteins share around 95 % of identity but less than
70 % of identity with amphibian ada.2 (Supplementary
Table S5). Moreover, the phylogenetic tree shows a clear
separation between the non-mammalian and the mammalian
ADA proteins (Supplementary Fig. S3b). Xenopus ada.1 pro-
teins are more related than Xenopus ada.2 proteins to the
human enzyme, with a percentage of identity of 69 versus
57.8 % (Supplementary Table S5).
We identified one pnp gene in X. tropicalis and the two
homologs pnp.a and pnp.b inX. laevis. Our genomic sequence
analysis allowed us to complete the published pnp.a 3’ end
sequence [32]. Moreover, we identified a putative exon,
encoding 34 extra amino acids in the pnp.a N-terminal region,
which are not conserved in any other PNP sequences. We
decided to carry out our study without this extra sequence.
The two X. laevis pnp.a and pnp.b homeologs encode highly
similar proteins, sharing 90 % of identity and with only 31
Table 3 Identity conservation between the Xenopus ADORA (A) proteins and their human orthologs
A1 A2a A2b A3
.a .b X.t H.s .a .b X.t H.s .a .b X.t H.s .1 .2 .3 H.s
X.l X.l X.l X.l X.t X.l X.t X.l X.t
A1 .a X.l 100
.b 96.6 100
X.t 96.3 97.2 100
H.s 68.4 69.2 69.0 100
A2a .a X.l 45.1 45.2 45.7 47.9 100
.b 45.4 45.5 46.0 48.5 94.3 100
X.t 45.7 46.5 47.9 47.9 94.4 92.8 100
H.s 44.2 44.6 45.1 48.2 60.2 61.2 60.2 100
A2b .a X.l 46.9 47.4 46.9 49.4 60.7 58.3 59.5 58.6 100
.b 46.6 46.8 46.6 48.8 61.1 58.5 59.5 57.6 97.0 100
X.t 46.0 46.5 46.0 48.8 60.8 57.9 59.4 57.6 94.9 94.7 100
H.s 42.6 42.8 42.9 44.6 55.7 56.0 56.6 57.8 63.0 62.1 61.1 100
A3 .1 X.l 44.9 44.9 45.2 46.5 35.4 36.3 36.9 38.1 38.2 38.2 38.2 35.7 100
X.t 44.6 44.9 45.5 48.0 37.9 38.2 38.8 39.4 41.2 41.5 41.5 37.9 86.5 100
.2 X.l 46.6 47.1 46.0 44.3 37.1 37.1 37.4 39.2 38.3 38.0 38.0 34.9 51.1 51.7 100
X.t 49.2 49.2 48.9 46.3 40.8 41.5 40.8 44.4 43.1 43.1 42.4 38.9 52.1 52.4 81.7 100
.3 X.l 51.8 51.7 51.2 47.9 41.1 41.5 41.8 42.4 42.7 42.1 41.5 38.1 53.5 53.2 85.4 82.3 100
X.t 50.0 50.2 50.3 48.0 40.3 40.7 40.7 43.4 42.2 42.2 41.6 39.1 52.9 53.2 85.6 84.9 93.3 100
H.s 47.8 48.1 48.1 48.1 39.6 39.3 41.2 41.2 40.6 40.9 40.2 37.7 44.3 46.9 51.9 53.7 54.7 53.5 100
The percentage of amino acid identity between proteins was determined by pairwise alignment using Clustal W2 software on the EMBL-EBI Internet
site. The accession numbers of the different adenosine member clones are given in Supplementary Table S1 and in the legend of Fig. 2
H.s Homo sapiens, X.l Xenopus laevis, X.t Xenopus tropicalis
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amino acid differences along their coding region (Supple-
mentary Fig. S4 and Supplementary Table S6). Sequence
analysis showed that there are 43 amino acid differences
(substitution and deletion) between X. laevis pnp.a and
X. tropicalis pnp but only 32 differences between X. laevis
pnp.b and X. tropicalis pnp proteins (Supplementary
Fig. S4a). As expected, the percentage of identity beween
X. laevis pnp.b and X. tropicalis pnp is higher than the one
between X. laevis pnp.a and X. tropicalis pnp (Supplemen-
tary Table S6). However, the percentages of identity be-
tween X. laevis pnp.a or pnp.b and human PNP are very
similar. The phylogenetic tree shows clearly that the two
pnp X. laevis sequences are derived from one X. tropicalis
sequence, which has diverged from the other vertebrate
sequences (Supplementary Fig. S4b).
Adenosine transporters
All members of the SCL28 and SCL29 gene families,
excepted for SLC28A1 and SLC29A4, were cloned in
X. laevis and X. tropicalis. We have identified homeologs
genes encoding the X. laevis slc29a1 and slc29a3 trans-
porters, which we named slc29a1.a and slc29a1.b, and
slc29a3.a and slc29a3.b. The two slc29a1 proteins are
Fig. 2 Conservative evolution of ADORA receptor genes.a Phylogenetic
tree of vertebrate ADORA (A) protein. A phylogenetic tree was con-
structed on the Phylogeny.fr platform. A cluster algorithm was used to
build the tree. Likelihood ratio is indicated at each node of the tree. The
GenBank accession numbers of ADORA proteins are given in Supple-
mentary Table S1 and as follows: A1-D.r: NP_001122056; A1-G.g:
NP_989647; A1-M.m: NP_001008533; A1-H.s: NP_001041695;
A2a.a-D.r: NP_001034904; A2a.b-D.r: NP_001035125; A2a-G.g:
XP_425280; A2a-M.m: NP_033760; A2a-H.s: NP_001041695; A2b-
D.r: NP_001034902; A2b-G.g: NP_990418; A2b-M.m: NP_031439;
A2a-H.s: NP_000667; A3-D.r: XP_700086; A3-G.g: NP_989482; A3-
M.m: NP_033761; A3-H.s: NP_000668. b Synteny map for the ADORA
receptor genes in vertebrate genomes. The map was generated by com-
parison of X. tropicalis, G.gallus, M.musculus, and H.sapiens chromo-
some regions containing ADORA1 (A), ADORA2A (B), ADORA2B (C)
and ADORA3 (D) genes. The NCBI GeneID of ADORA (A) genes is
given in Supplementary Table S1 and as follows: A1-G.g: 374212; A1-
M.m: 11539; A1-H.s: 134; A2a-G.g: 427705; A2a-M.m: 11540; A2a-
H.s: 135; A2b-G.g: 395971; A2b-M.m: 11541; A2b-H.s: 136; A3-G.g:
373956; A3-M.m: 11542; A3-H.s: 140. Each conserved gene is color-
coded; the unconserved genes are indicated by white boxes. The orienta-
tion of the genes on the different chromosome (chr) or scaffold (scaf) is
indicated. D.r Danio rerio; G.g: Gallus gallus; H.s, Homo sapiens; M.m,
Mus musculus; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis
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91.8 % identical, but sequence analysis suggests that
slc29a1.b is more related to its X. tropicalis and human
orthologs than slc29a1.a (Supplementary Table S7). The
X. laevis slc29a3.a and slc29a3.b transporters are less con-
served, sharing less than 90 % of identity.
The phylogenetic trees illustrate clearly the relatedness of
each transporter family (Fig. 3). Each member of these gene
families is more related to its orthologs than to the other family
members in the same species. Although four branches can be
distinguished in the SLC29A family, there are clearly two
major subgroups, with SLC29A1, SLC29A2, and SLC29A3
belonging to the first group and SLC29A4 forming the second
group (Fig. 3a). The phylogenetic analysis shows the three
Drosophila melanogaster SLC29A proteins in this tree, but
our analysis suggest that these sequences were certainly
wrongly annotated. The existence of two major subgroups in
the SLC28A family can also be proposed, with SLC28A1 and
2 forming the first group and SLC28A3 the second group
(Fig. 3b). These results are supported by the amino acid
conservation studies (Supplementary Tables S7 and S8).
Synteny analyses confirmed the vertebrate conservation of
these SLC28A and SLC29A gene families (Supplementary
Figs. S5 and S6).
Spatial expression profiles of adenosine pathway genes
in the adult frog
The expression of the different genes in the adult frog was
analyzed by RT-PCR (Fig. 4). As the X. laevis genome se-
quencing is not complete and because of the high level of
sequence identity between duplicate genes, we were not able
to amplify all the identified members listed in the Table 1.
However, we tried at least to amplify each couple of
homeologs and the duplicate genes, except for adora3.2. To
distinguish the expression profile of the pnp homeologs, we
managed to amplify both pnp genes and specifically pnp.b
gene and considered that any expression profile differences
might be due to pnp.a expression.
All of the adenosine signaling pathway members are
expressed in the adult frog and display different expression
patterns. The genes coding for enzymes able to generate
adenosine appeared to be expressed in a wide range of organs
in the adult frog, except for the intestinal alkaline phosphatase
alpi.1 and alpi2 genes that are highly expressed in the duode-
num. However, these genes are also expressed at a high level
in the kidney and liver for alpi.1 and in the brain for alpi.2.
The adora genes, except for adora3.3, are ubiquitously
expressed and their transcripts can be detected in every tested
organ, except for the liver for adora1 and in the eye for
adora3.1. Adora3.3 displays a more restricted expression
pattern as its expression is only detected at a high level in
the bladder and duodenum and at a very low level in the brain,
muscle, and stomach.
The genes encoding enzymes involved in adenosine deg-
radation display a wide expression pattern and are expressed
at a high level in the kidney. The two ada genes display a
similar expression profile as their transcripts can be detected in
all tested tissues. However, the level of expression for each of
these genes is higher in some organs with ada.2 expression
higher in the eye, bladder, liver, and stomach and ada.1
expression higher in the ovary. Both pnp genes are highly
expressed in most tissues, except for the muscle, heart, and
eye. Their high level expression in the testis, ovary, liver, and
spleen is certainly due to pnp.a expression, as pnp.b expres-
sion is faintly detected in these tissues.
The three members of the slc29a family display a wide
expression profile, being expressed in every organ analyzed.
In contrast, the slc28a transporter transcripts can only be
detected in a few organs. Slc28a2 is highly expressed in the
kidney and duodenum while slc28a3 expression is mainly
detected in the eyes, testis, and kidney.
Fig. 2 (continued)
Purinergic Signalling
Temporal expression profiles of adenosine pathway genes
in the X. laevis embryos
The temporal expression profile of the genes was assessed by
RT-PCR using whole unfertilized eggs and embryos from
stage 5 to stage 41 in order to cover all embryonic phases of
X. laevis development (Fig. 5).
The genes encoding enzymes generating adenosine are not
expressed maternally, except for acpt, which is expressed at
low level in unfertilized eggs and in stage 5 embryo. Nt5e
Fig. 3 Conservative evolution of the two nucleoside transporter family
genes. The phylogenetic trees of vertebrate equilibrative nucleoside
transporter (SLC29A) (a) and concentrative nucleoside transporter
(SLC28A) (b) were constructed on the Phylogeny.fr platform. A cluster
algorithm was used to build the tree. Likelihood ratio is indicated at each
node of the tree. The star represents a trifurcation (likelihood ratio null).
The GenBank accession numbers of nucleoside transporter proteins are
given in Supplementary Table S1 and as follows: SLC29A1-D.m:
NP_722628 (isoform A); SLC29A1-D.r: NP_001025348; SLC29A1-
G.g: XP_419491 (isoform 6); SLC29A1.1-M.m: NP_001186042;
SLC29A1.2-M.m: NP_001186044; SLC29A1-H.s: NP_001071642 (iso-
form 4); SLC29A2-D.m: NP_609049; SLC29A2-D.r: NP_001012519;
SLC29A2-M.m: NP_031880; SLC29A2-H.s: NP_001523; SLC29A3-
D.m: NP_648608 (isoform A); SLC29A3-D.r: XP_005156582;
SLC29A3-G.g: XP_421594; SLC29A3-M.m: NP_076085;
SLC29A3.a-H.s: NP_060814; SLC29A3.b-H.s: NP_001167569;
SLC29A4-D.r: NP_001074041; SLC29A4-G.g: XP_004945212 (iso-
form 4); SLC29A4-M.m: NP_666369; SLC29A4-H.s: NP_001035751;
SLC28A1-D.m: NP_610447; SLC28A1-M.m: NP_001004184;
SLC28A1-H.s: NP_004204; SLC28A2-G.g: XP_004943665 (isoform
6); SLC28A2-M.m: NP_766568; SLC28A2-H.s: NP_004203.2;
SLC28A3-G.g: XP_425033 (isoform 6); SLC28A3-M.m: NP_071712;
SLC28A3-H.s: NP_071410. D.r, Danio rerio; G.g, Gallus gallus; H.s,
Homo sapiens; M.m, Mus musculus; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus
tropicalis
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expression starts to be detected during neurulation and the
expression level decreases during organogenesis, from stage
21 to 35/36 before a re-increase from stage 37/38. The zygotic
alkaline phosphate alpl is expressed from stage 9 and remains
constant until stage 41. No expression at any embryonic stage
tested could be detected for alpi.1 whereas the zygotic alpi.2
expression is only and weakly detected from stage 32. The
zygotic expression profile of acpt is similar to that of alpi.2,
one where transcripts are only detected during late organo-
genesis phase.
The adora receptors encoding genes display distinct tem-
poral expression profile in Xenopus embryos. Adora2a and
Adora2b are not expressed maternally and their zygotic ex-
pression is first detected during neurulation and gastrulation,
respectively. Their level of expression increases slowly until
stage 41. Adora1 and adora3.1 are both expressed maternally.
The zygotic expression of adora1 is weakly detected during
neurulation, with an increase of expression from stage 25 to
stage 41 while adora3.1 is expressed at all stages of develop-
ment. No expression of adora3.3 could be detected at any
stage suggesting that adora3.3 is dispensable for
embryogenesis.
In contrast to the genes encoding adenosine-generating
enzymes, several genes coding for enzymes metabolizing
adenosine are maternally expressed. Indeed, expression of
adk, ada.1, and pnp genes is detected in unfertilized eggs
and during early cleavage phases. Adk expression is detected
at all tested stages with a dynamic expression pattern. After a
decrease of maternal expression from unfertilized egg to the
end of neurulation, adk expression level increases slowly
during organogenesis until stage 41. The two ada genes
display also different expression profiles during X. laevis em-
bryogenesis. Ada.1 maternal expression is detected until the
end of gastrulation while zygotic expression is first detected at
the end of neurulation. On the contrary, ada.2 expression is
only detected at the end of embryonic development. Pnp gene
expression is detected at all stages tested with maternal con-
tribution being low whereas the zygotic expression level
increases until the end of organogenesis. Zygotic pnp.b ex-
pression is only weakly detected during gastrulation and neu-
rulation phases but is upregulated at stage 19 and increases
until stage 41. Therefore, the pnp transcripts amplified during
gastrulation and neurulation phases might correspond to pnp.a
expression.
The equilibrative and concentrative nucleoside transporter
family members display different expression profiles during
X. laevis embryogenesis. The slc29a genes can be divided into
two groups according to their expression patterns. The first
group includes slc29a1.a which is not expressed maternally
and whose zygotic expression is only detected during organ-
ogenesis. The second group is composed of slc29a2 and
slc29a3, which are expressed at a similar level at all stages
Fig. 4 Spatial expression profiles
of adenosine pathway actors in
adult frog. The expression profile
of each gene in adult tissues was
determined by RT-PCR. Negative
controls (−RT, −RNA) were
performed. The linearity was
performed with doubling
dilutions of cDNA from the
following tissues: adora 1, 2A,
and 2B and slc29a2 with the
brain; ada.2 with the eye; NT5E
with the heart; slc29a1 and
slc28a3 with the testis; pnp with
the ovary; alpl, alpi.1, pnp.a, and
slc28a2 with the kidney;
adora3.1 and 3.3 with the
bladder; acpp with the liver;
ada.1 and slc29a3 with the
spleen; and alpi2 and adkwith the
duodenum. Ef1α was used as a
loading control. Adenosine
production enzymes are in green,
adenosine receptors are in blue,
adenosine degradation enzymes
are in orange (intracellular) and
red (extracellular), and nucleoside
transporters are in gray
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tested. The slc28a genes display distinct expression profile
where slc28a2 is weakly maternally expressed and then its
zygotic expression level increases from the end of neurulation
until stage 37/38, whereas slc28a3 is only expressed during
gastrulation and neurulation phases.
Spatial expression profiles of adenosine pathway genes
during development of X. laevis
The spatial expression of the genes was assessed by RT-PCR
on a series of X. laevis embryo dissections as indicated in
Fig. 6. The presumptive nervous system was dissected from
the rest of the embryo at stage 9 (animal cap) and stage 15
(neural plate). At stage 10, the different mesodermal tissues
(dorsal, lateral and ventral) were dissected. At stage 24, the
brain and anterior structures (head) and spinal cord with
somitic tissues (dorsal trunk) were separated from the ventral
region of the embryo (ventral trunk) (Fig. 6a). At later stages,
selected organs were isolated from stage 37/38 and stage 45
embryos (Fig. 6b).
Among the genes encoding enzymes involved in adenosine
production, nt5e displays the most restricted expression pro-
file in the early phases of embryogenesis, with no expression
or at low level in neural and somitic tissues (Fig. 6a). At late
organogenesis stages, nt5e transcripts are detected in
mesodermal derived tissues such as the heart and kidney and
also endodermal derived tissues (Fig. 6b). Alpl is ubiquitously
Fig. 5 Temporal expression
profiles of adenosine pathway
actors during embryogenesis. The
expression profile of each gene
was determined by RT-PCR from
cDNAof unfertilized egg (Un) and
whole embryo at different stages
covering the different phases of
X. laevis embryogenesis. Negative
controls (−RT, −RNA) were per-
formed. Mid-blastula transition is
indicated by the dotted line. The
linearity was performed with dou-
bling dilutions of cDNA from
stages 37–38, except acpt and adk
with stage unfertilized; slc28a3
with stage 11; nt5e with stage 14;
adora3.1 and slc29a3 with stage
21; slc29a1 and slc29a2with stage
32; and alpi.2, ada.2, and slc28a2
with stage 41. Odc was used as a
loading control. Adenosine pro-
duction enzymes are in green,
adenosine receptors are in blue,
adenosine degradation enzymes
are in orange (intracellular) and
red (extracellular), and nucleosides
transporters are in gray
Fig. 6 Spatio-temporal expression profiles of adenosine pathway actors
in dissected embryos. The expression profile of each gene was
determined by RT-PCR from cDNA of a dissected tissues of a blastula
(stage 9), gastrula (stage 10), neurula (stage 15), and tadpole (stage 24) as
illustrated on the schematic embryos, and b dissected tissues of tadpoles
(stages 37/38 and 45). Amplification from cDNAs of whole embryos was
used as a control. Negative controls (−RT, −RNA) were also performed.
Linearity was performed with doubling dilutions of cDNA from the
following tissues: (panel a) enpp2B, ADORA3.1, ADA.1, ADK, and
SLC28A2 with whole embryo st9; ALPL and ACPT with whole embryo
st10; SLC28A3 whole embryo st15; ADORA1 and PNP with head st24;
ADORA2B with somites st24; nt5e and ADORA2A with rest st24; and
PNP.a, SLC29A1, 2, and 3 with whole embryo st24. (Panel b) SLC29A2
with brain st37; PNP.awith somites st37; nt5ewith endoderm st37; ALPL
and ADORA2Awith kidney st37; ADK and SLC28A2with whole embryo
st37; ADORA1, 2, 3.1 and ADA.1 with brain st45; ADA.2 with eye st45;
PNP with somites st45; enpp2B, ACPT and SLC29A1 with anterior gut
st45; ALPI.2 and SLC29A3 with posterior gut st45; and SLC28A3 with
whole embryo st45. Odc and ef1α were used as loading controls. AC
animal cap, AP animal pole,DM dorsal mesoderm,D Trunk dorsal trunk,
Gut Ant. anterior gut, Gut Post. posterior gut, LM lateral mesoderm, NP
neural plate, VM ventral mesoderm, VP vegetative pole, V Trunk ventral
trunk. Color code of adenosine pathway actors: adenosine production
enzymes in green, adenosine receptors in blue, adenosine degradation
enzymes in orange (intracellular) and red (extracellular), and nucleosides
transporters in gray
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expressed from the end of cleavage (stage 10) until the begin-
ning of organogenesis (stage 24) (Fig. 6a). At stage 37/38, alpl
expression remains detected in all dissected regions tested, but
at a higher level in the eye and kidney (Fig. 6b). At the end of
embryogenesis, alpl transcripts are detected in all tissues
analyzed although at a weaker level in the posterior gut. As
expected, the intestinal alkaline phosphatase alpi.2 is highly
and specifically expressed in the posterior gut at stage 45
(Fig. 6b) but with a weaker expression in the ventral region
of stage 37/38 embryo and in stage 45 anterior gut. The acid
phosphate acpt displays a ubiquitous expression profile except
at stage 24, with a high expression in the head (Fig. 6).
Based on their expression profiles during the early phases
of embryogenesis, the adora receptors can be divided into
three groups (Fig. 6a). Adora1 gene constitutes the first group
and is ubiquitously and weakly expressed in blastula and gas-
trula stage embryo, and then, its expression becomes restricted
to the nervous system from neurula stages. The second group is
composed of adora2a and adora2b, which are expressed in all
dissected regions of stages 15 and 24 embryo. Adora3 belongs
to the third group and is ubiquitously detected in stages 9 and 10,
but in stage 15 embryo, it becomes the only adenosine receptor
not expressed in neural tissues. At later stages, adora genes
display a ubiquitous expression profile and are all expressed in
the brain and eye (Fig. 6b).
Genes encoding enzymes involved in adenosine catabolism,
except for ada.2, are ubiquitously expressed in X. laevis em-
bryo, although their expression level may vary between dis-
sected regions (Fig. 6). Ada.2 is only expressed at late stages
with a highly level detected in the endodermal tissues (Fig. 6b).
The slc29a genes are expressed ubiquitously in embryos,
although slc29a1.a expression seems more restricted to the
nervous system (Fig. 6). Slc28a genes display a more stage
and tissue specific expression profile. Slc28a3 transcripts are
highly detected in the neural plate in neurula stage embryo and
in stage 45 kidney. Slc28a2 transcripts are found in renal
tissues and in dissected eyes at late organogenesis phases.
Concentration of adenosine compared toother purines
during Xenopus development
The embryonic content of ATP and its derivatives was mea-
sured by liquid chromatography from two-cell stage to stage
41 in order to cover all X. laevis embryonic development
(Fig. 7). The ATP content remains constant at around
1.3 nmol/embryo until stage 33/34, before an increase during
late phases of organogenesis to reach 2.4 nmol/embryo. ADP
and AMP contents remain low during early phases of devel-
opment but increase from stage 37/38 (>0.04 nmol/embryo) to
reach 0.7 and 0.3 nmol/embryo, respectively, at stage 41. In
two-cell-stage embryo, hypoxanthine and ATP contents are
similar (around 1 nmol/embryo) before a dramatic drop of
hypoxanthine from four-cell-stage embryos to reach its lower
value of 0.01 nmol/embryo in stage 37/38 embryo, before a
slight re-increase. Adenosine and inosine contents are unde-
tectable during Xenopus development, with a value inferior to
the detection value limit of the technique (<1 pmol/embryo for
these two metabolites).
Discussion
In this paper, we report the identification and expression in
X. laevis embryo and adult of thirteen enzymes involved in the
metabolism of adenosine, of nine adora receptors, and of the
seven nucleoside transporters. Although the sequences for the
majority of these members were available on Xenbase, none
of their embryonic expression profile had been characterized
yet, except for pnp and adora2a [32, 33]. The expression
profiles for some of the genes analyzed were achieved through
a comparative transcriptome study [43]. However, our data
not only confirmed their results, available on Xenbase
website, but is also more complete including later develop-
mental stages. Although we have not analyzed the expression
profiles of all the identified members of the adenosine signal-
ing pathway, we were able through our in-depth analysis to
provide the first comparative and comprehensive expression
map (Fig. 8).
Evolutionary conserved members of the adenosine signaling
pathway are present in Xenopus
Our study reveals that all the identified members regulating
this pathway (see Table 1) are present in X. laevis and
Fig. 7 Evolution of purine content in embryo during development. Total
embryo extracts were prepared from indicated stages, and metabolites
were separated and quantified by liquid chromatography. Each point
corresponds to the mean of 3 to 8 extractions done on independent
batches of embryos (10 embryos per extract) and from two independent
females. Error bars indicate variation to the mean
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X. tropicalis except for four actors. As expected, no am-
phibian orthologous were found for human placental and
germ cell alkaline phosphatases, the two mammalian specif-
ic enzymes. Our BLAST genomic search failed to identify
amphibian sequences encoding the transporters SLC28A1
and SLC29A4. However, our study revealed the presence
of slc29a1 and slc29a3 homeologs that may compensate for
the loss of slc29a4 gene. Bioinformatic analyses indicate
that all amphibian slc29a, as their mammal orthologs, dis-
play the characteristic 11 transmembrane domains (TM) of
these transporters. Moreover, the residues important for
mammalian slc29a functions are conserved in the amphibian
sequences, such as G79 (numbered on the human SLC29A1
sequence), which is involved in transport activity [44]. The
residue 33 is a determinant of overall functional difference
between SLC29A1 and SLC29A2 [45]. In human
SLC29A2, this residue, an isoleucine, is a functional deter-
minant for purine nucleoside transport and is conserved in
both X. laevis and X. tropicalis sequences. In the three
amphibian slc29a1 sequences, this residue is a methionine
as in human SLC29A1. Interestingly, this residue, which is
also an isoleucine in human SLC29A3 sequence, is not
conserved in X. laevis and X. tropicalis slc29a3 proteins.
No duplicated genes were identified for slc28a2 and
slc28a3. The residues 319 and 353 (numbered in human
SLC28A1) are involved in pyrimidine and purine selectivity
[46], and the presence of glycine and serine respectively at
these positions in all Xenopus slc28a sequences suggests
that these transporters may be purine selective. Thus, this
may compensate for the absence of slc28a1 which, although
being pyrimidine selective, can transport adenosine in a
high-affinity, low-capacity manner [46].
Surprisingly, nine adora receptors are present in X. laevis,
with three homeologs and three duplicated adora3 genes.
Bioinformatic analysis indicated that all of the receptors dis-
play the characteristic 7 TM domains of these receptors, each
21 to 28 amino acids long [47]. As for their mammalian
orthologs, the percentages of identity between the different
Xenopus adora proteins are weak, ranging from 45 to 50 %.
However, the residues in the TM essential for ligand recogni-
tion, such as A66, T91, M180, W247, N254, I274, and H278
(numbered on the human ADORA1 sequence), are conserved
in all Xenopus adora receptors [20].
Ada enzyme is another member of the adenosine pathway
that has been duplicated in Xenopus. Moreover, the ada.1
homologs have been conserved, making to three the number
of ada proteins in X. laevis, suggesting the importance of this
enzyme. Several residues have been characterized to be essen-
tial for adenosine deaminase activity [48–50]. The majority of
these residues, especially G184, E217, and D295 (numbered on
humanADAgene), are conserved in allXenopus ada sequences
[50]. Surprisingly, D296, which is required for proper binding
of the substrate in the active site, is not conserved in ada.2
proteins. This difference may suggest different catalytic prop-
erties for the amphibian ada.1 and ada.2 enzymes.
Our study reveals that each member of the amphibian
adenosine signaling pathway is more related to its orthologs
than to other family members in the same species. This sug-
gests that any future functional test performed in X. laeviswill
be relevant to a conserved function in other vertebrates.
Fig. 8 Comparative map of the
expression profiles of the
members forming the adenosine
signaling pathway during
X. laevis development. The full
lines represent the expression for
each gene detected in the study
whereas the dotted lines
represents the expression for
which the level may be too low
for being detected by our RT-
PCR. The thickness of the lines
indicates the expression level of
each gene
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Several duplicate members in Xenopus
Among the 29 members of the adenosine signaling pathway
identified in this study, 7 are duplicate genes also found in
X. tropicalis, arisen from a duplication event that has taken
place before X. laevis and X. tropicalis divergence 50 million
years ago, and 7 are homeologs which arose from the dupli-
cation of the two parent species 40 million years ago [51].
Although we may have not identified all the homeolog se-
quences, our work demonstrates that 39 % of the duplicate
genes of this pathway have been conserved and encode pro-
teins sharing 91 to 97 % of amino acid identity. This is in
agreement with previous bioinformatics analyses [42]. How-
ever, Morin et al. demonstrate that one of the gene ontology
categories that have lost the tetraploidization-derived paralog
is nucleoside metabolism [52]. Indeed, only two enzymes
have kept their duplicate gene whereas three out of the four
adora receptors and two out of the three slc29a transporters are
present with their homeologs.
These duplicated genes may be functional, and because
they display different expression pattern, they might have
acquired sub-functionalization. Although we could not an-
alyze the expression profiles of all of them because of the
lack of specific sequences, we show that pnp.a and pnp.b
have distinct expression profiles, suggesting that these 2
proteins may fulfill different parts of their original ancestral
function. Three adora3, two alpi, and two ada duplicates
were identified in both Xenopus species. Two intestinal
alkaline phosphatases, Alpi.1 and Alpi.2, are also present
in mouse, chick, and zebrafish. In mice, these two genes
have been shown to have distinct expression profiles and
regulation suggesting different biological functions [53].
We show here that these two genes have distinct expression
profiles during X. laevis development. In adult, they are
highly expressed in adult X. laevis intestine but each alpi
gene is also expressed in the kidney or brain. This second
domain of expression, specific to each Xenopus duplicate
gene, has been identified for human ALPI via ESTs se-
quences, indicating sub-functionalization (Unigene
Hs39009). To our knowledge, the ADORA3 and ADA
genes have not been duplicated in other vertebrate species
and no information is available regarding a physiological
relevance for their duplication in Xenopus. However, we
show that these genes are differentially expressed in am-
phibian adult and embryos, suggestive of sub-
functionalization.
Specific functions for the different members in Xenopus
The majority of the former descriptive studies on adenosine
signaling pathway actors have been carried out in adults. Our
work shows that the majority of these genes are expressed
ubiquitously in the adult frog, although their expression level
may vary between tissues. Similar expression profiles have
been shown for their mammalian ortholog genes, such as
SLC29A, PNP, ADA, and ADK [44, 54, 55]. However, less is
known regarding the expression profile of these actors during
vertebrate development. Our present work shows that these
members can be divided into five groups based on their
embryonic temporal expression (Fig. 8). (1) The first group
includes genes such alpi.1, alpi.2, adora3.3, and ada.2 whose
expression pattern precludes any roles during Xenopus devel-
opment. No ESTs encoding the enzymes ALPI or the receptor
Adora3 have been identified during mouse development
(Mm. 58068 and Mm.235024), and only ESTs from organo-
genesis phase have been found for the enzyme Ada (Unigene
Mm.388), suggesting that these proteins are not or not much
involved in mammal embryogenesis. (2) The second group
includes genes such as adk, slc29a2, and slc29a3 whose
maternal and zygotic expression is constant. These genes are
also expressed in all dissected tissues analyzed, suggesting
that they may have housekeeping functions in Xenopus em-
bryos. Not much information is available regarding their
embryonic expression profiles in mammals, but analyses of
EST databases and mouse transcriptome revealed that Adk is
strongly expressed during mouse development whereas the
two transporters seem to be weakly or not expressed ([56];
Unigene Mm.188734, Mm.4930, Mm.284462). (3) The third
group gathers genes such as adora2a and adora2b receptors,
slc29a1 transporter, and alkaline phosphatase alpl which are
not expressed maternally but whose zygotic expression level
increases and reaches a maximum level at tadpole stages.
These genes are also widely expressed in dissected embryos,
although their expression level varies between tissues. The
pnp.a gene might be part of this group. (4) The fourth group
contains genes such as acpt, pnp.b, adora1, ada1.a, and
slc28a2, which are maternally expressed and then zygotically
expressed from late neurulation or organogenesis. These
genes display a more tissue-specific expression in both em-
bryo and adult, suggesting a specific function. Mouse Slc28a2
high expression has been reported in gut during organogenesis
phase [56], suggesting that it might be implicated in gut
formation in vertebrates. Interestingly, Xenopus acpt is not
highly expressed in frog testis, as its mouse orthologs
(Unigene: Mm.367353), ruling out a possible implication in
testis physiology as it has been proposed for the human gene
[11]. (5) The last group is composed of genes such as nt5e and
slc28a3 whose zygotic expression level peaks during neurula-
tion before a decrease during development. The transporter
slc28a3 is highly expressed in the neural plate, suggesting a
role in neural tissues formation. However, in mouse, Slc28a3
expression has only been detected in morula and blastocyst
stages (Mm.18188). Surprisingly, nt5e is not expressed in the
developing nervous system but mainly in derivated mesoderm
tissues. Similar expression has also been found inmouse, chick,
and human embryos [56–58].
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Implication of adenosine during Xenopus development
Our measurement of ATP content in the embryo ends up with
a value of 1.5 nmol/embryo at two-cell-stage embryo. This is
in agreement with other data that measured an ATP content
between 0.74 and 1.03 nmol/oocyte [59]. Despite the presence
in the embryo of the different ectonucleotidases, entpdases,
enpps, and alkaline phosphatases, the content of ATP and
other nucleotides remains constant during embryogenesis un-
til stage 37/38. This is quite expected, as a balanced supply of
purine nucleotides is needed in growing tissues such as during
embryogenesis. The rapid decline of hypoxanthine from
1 nmol/embryo (two-cell stage) to 0.015 nmol/embryo (stage
37/38) suggests that this metabolite is the major source of
purines during X. laevis development and purine nucleotides
are therefore made available for cells via the salvage pathway.
Indeed, high level of expression of hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1 has been detected by RTqPCR
during Xenopus development [43]. Moreover, it has been
shown that an increase in HPRT activity is related to develop-
mental changes [60]. As salvage of the purine ring is six times
more efficient in terms of ATP equivalents than de novo
purine synthesis, our data suggests that the salvage pathway
compensates for the nucleotide requirement to the embryo for
growth and development [61].
Our study suggests that the adenosine signaling pathway
may regulate the physiology of all Xenopus adult organs, in a
similar way to mammals [3, 5, 62–64]. In particular, the
kidney, intestine, and brain appear to be major sites of expres-
sion in the adult for the pathway members, including the
enzymes involved in generating or hydrolyzing adenosine,
adora receptors and nucleotide receptors. This observation
may also account for tadpole’s organs. Interestingly, the
ectonucleotidase nt5e is highly expressed in developing renal
tissues and may be therefore involved in pronephric forma-
tion. This would not be unexpected as renal dysfunctions have
been observed in Nt5e null mice [65, 66]. Our data demon-
strate that the different actors of the adenosine signaling
pathway are present during Xenopus development, suggesting
that this pathway is functional during vertebrate embryogen-
esis. This pathway might be particularly involved in the ner-
vous system formation, as several members of this pathway,
such as adora1, 2a, and 2b receptors, are expressed in devel-
oping neural tissues. However, our work raises the question of
the origin of the extracellular adenosine in this tissue as nt5e,
the major enzyme producing extracellular adenosine from
AMP, is not expressed there [7]. In the adult mouse dorsal
spinal cord, the Alpl, Acpt, and Nt5e are the main AMP
ectonucleotidases to generate extracellular adenosine [67].
As the alpl and acpt phosphatases are both expressed in the
neural plate, we could speculate that they may act redundantly
to generate extracellular adenosine. However, we have previ-
ously shown that enpp2b is expressed in neural tissues,
placing this enzyme as the potential major source of extracel-
lular adenosine [31]. We have shown that the embryonic
expression profiles of the different actors are dynamic and
therefore the extracellular/intracellular adenosine content
must be tightly regulated temporally and spatially. At late
stages of organogenesis, all the different types of actors, e.g.,
adenosine anabolic and catabolic enzymes, receptors, and
nucleotides, are expressed, suggesting that the adenosine sig-
naling pathway is fully on. However, during segmentation,
our data suggest that this pathway may be off due to the
presence of the catabolic enzymes adk and ada and the slc29a
transporters. Moreover, the same observation can be made in
the ovary, suggesting that any adenosine molecule can be
metabolized into either hypoxanthine or AMP/ADP/ATP, as
it has been previously shown in Xenopus oocytes [68]. There-
fore, during early stages of development, the adenosine con-
tent must be low. Indeed, we observed that adenosine content
is lower than 0.001 nmol/embryo,which is a very low level
compared to the adenylic nucleotide AMP (0.015 to
0.310 nmol/embryo), ADP (0.02 to 0.68 nmol/embryo), and
ATP (1.1 to 2.4 nmol/embryo). Therefore, during vertebrate
development, a sophisticated regulatory system is probably in
place in order to maintain this low level of adenosine. Any
disruption of this system would have severe consequences for
development. Indeed, addition of exogenous adenosine blocks
early development, and increase of adenosine signaling is
lethal (reviewed in [69]), these two observations being in good
agreement with a regulatory system keeping adenosine at a
low level all along the embryonic development.
We have previously published the expression profiles of
the entpdase and enpp gene members during Xenopus embry-
os and demonstrated the power of this model to establish
previously unknown functions for the purinergic signaling
pathway [29–31]. This study brings novel insights into the
implications of the purinergic signaling pathway during ver-
tebrate development. Functional analyses to decipher the em-
bryonic roles of extracellular adenosine are in progress in the
laboratory.
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Supplementary figure 
 
Fig S1. Synteny conservation of the intestinal alkaline phosphatase (ALPI) family genes in vertebrate 
genomes. The map was generated by comparison of X.tropicalis, G.gallus, M.musculus and H.sapiens 
chromosome regions containing ALPI genes. The NCBI GenID of ALPI genes are given in Table S2 and as follows: 
ALPI-G.g: 424936; ALPP-G.g: 100859876; ALPI-M.m: 76768; AKP3-M.m: 11648; ALPI-H.s: 248. Each 
conserved gene is color coded. The orientation of the genes on the different chromosome (chr) or scaffold (scaf) 
is indicated. G.g, Gallus gallus; H.s, Homo sapiens; M.m, Mus musculus; X.t, Xenopus tropicalis. 
 
 
Fig S2. Relatedness of the acid phosphatase (ACP) proteins. A phylogenetic tree of vertebrate acid 
phsophatases was constructed on the Phylogeny.fr plateform. A cluster algorithm was used to build the tree. 
Likelihood ratio is indicated at each node of the tree. The star represents a trifurcation (likelihood ratio null). The 
GenBank accession numbers of ACP proteins are given in Table S2 and as follows: ACP-D.m: NP_649118; ACP2-
D.r: NP_001013355; ACP2-G.g: NP_001026719; ACP2-M.m: NP_031413; ACP2-H.s: NP_001601; ACPT-M.m: 
NP_001181963; ACPT-H.s: NP_149059; ACPP.1-G.g: XP_001235914; ACPP.2-G.g:  XP_004939503; ACPP.1-
M.m: NP_997551; ACPP.2-M.m: NP_062781; ACPP.1-H.s: NP_001127666; ACPP.2-H.s: NP_001090. ACP2, 
Lysosomal Acid Phosphatase; ACPP, Prostatic Acid Phosphatase; ACPT, Testicular Acid Phosphatase. D.m, 
Drosophila melanogaster; D.r, Danio rerio; G.g, Gallus gallus; H.s, Homo sapiens; M.m, Mus musculus; X.l, 
Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
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Fig S3. Conservative evolution of the adenosine deaminase (ADA) genes. a. Phylogenetic tree of vertebrate 
ADA proteins. A phylogenetic tree was constructed on the Phylogeny.fr plateform. A cluster algorithm was used 
to build the tree. Likelihood ratio is indicated at each node of the tree. The star represents a trifurcation (likelihood 
ratio null). The GenBank accession numbers of ADA proteins are given in Table S2 and as follows: ADA-D.m: 
NP_649866; ADA-D.r: NP_001002646; ADA-G.g: NP_001006290; ADA-M.m: NP_031424; ADA-H.s: 
NP_000013. b. Synteny map for the ADA genes in vertebrate genomes. The map was generated by comparison of 
X.tropicalis, G.gallus, M.musculus and H.sapiens chromosome regions containing ADA genes. The NCBI GeneID 
are given in Table S2 and as follows: G.g: 419194; M.m: 11486; H.s: 100. Each conserved gene is color coded. 
The orientation of the genes on the different chromosome (chr) or scaffold (scaf) is indicated. D.m, Drosophila 
melanogaster; D.r, Danio rerio; G.g: Gallus gallus; H.s, Homo sapiens; M.m, Mus musculus; X.l, Xenopus laevis; 
X.t, Xenopus tropicalis.  
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Fig S4. Conservative evolution of purine nucleoside phosphorylase (PNP) genes. a. Alignment of Xenopus and 
human PNP coding sequences. The four coding sequences for X.laevis, X.tropicalis and H.sapiens PNP proteins 
were aligned using CLUSTAL W2 software on the EMBL-EBI Website. Residues conserved in all sequences are 
indicated by a black background. Residues conserved only in the Xenopus sequences are indicated by a green 
background. Residues conserved only in X.laevis sequences are indicated with a blue background. Residues 
conserved between either X.laevis pnp.a or pnp.b and at least one of the two orthologues are indicated by a yellow 
or gray background respectively. The specific X.laevis residues are indicated in bold. Spaces in the sequences are 
indicated by a dash. The GenBank accession numbers of PNP proteins are given in Table S2 and as follows: PNP-
D.m: NP_647727 (isoform B); PNP-D.r: NP_991218; PNP-G.g: XP_003641950; PNP.1-M.m: NP_038660; 
PNP.2-Mm: NP_001116843; PNP-H.s: NP_000261. b. Phylogenetic tree of vertebrate PNP proteins. A 
phylogenetic tree was constructed on Phylogeny.fr plateform. A cluster algorithm was used to build the tree. 
Likelihood ratio is indicated at each node of the tree. D.m, Drosophila melanogaster; D.r, Danio rerio; G.g: Gallus 
gallus; H.s, Homo sapiens; M.m, Mus musculus; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
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Fig S5. Conservative evolution of the equilibrative nucleoside transporter (SLC29A) genes. The synteny map 
for the slc29a genes was generated by comparison of X.tropicalis, G.gallus or Danio rerio, M.musculus and 
H.sapiens chromosome regions containing SLC29A1(a), SLC29A2 (b) and SLC29A3 (c) genes. The NCBI GeneID 
of SLC29A genes are given in Table S2 and as follows: SLC29A1: G.g: 421439; M.m: 63959; H.s: 2030; 
SLC29A2: D.r: 503537; M.m: 13340; H.s: 3177; SLC29A3: G.g: 423717; M.m: 71279; H.s: 55315. Each 
conserved gene is color coded; the unconserved genes are indicated by white boxes. The orientation of the genes 
on the different chromosome (chr) or scaffold (scaf) is indicated. D.r, Danio rerio; G.g: Gallus gallus; H.s, Homo 
sapiens; M.m, Mus musculus; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
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Fig S6. Conservative evolution of the concentrative nucleoside transporter (SLC28A) genes. The synteny map 
for the slc28a genes was generated by comparison of X.tropicalis, G.gallus, M.musculus and H.sapiens 
chromosome regions containing SLC28A2 (a) and SLC28A3 (b) genes. The NCBI GenID of SLC28A genes are 
given in Table S2 and as follows: SLC28A2: G.g: 415338; M.m: 269346; H.s: 9153; SLC28A3: G.g: 427459; 
M.m: 114304; H.s: 64078. Each conserved gene is color coded; the unconserved genes are indicated by white 
boxes. The orientation of the genes on the different chromosome (chr) or scaffold (scaf) is also indicated. G.g: 
Gallus gallus; H.s, Homo sapiens; M.m, Mus musculus; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
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Table S1. Accession numbers of the different clones used in the study. The adenosine production enzymes are 
indicated in green, adenosine receptors in blue, adenosine degradation enzymes in orange (for intracellular 
degradation) and red (for extracellular degradation) and nucleosides transporters in grey. 
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Table S2. Primers sequences and PCR conditions for required markers. The adenosine production enzymes 
are indicated in green, adenosine receptors in blue, adenosine degradation enzymes in orange (for intracellular 
degradation) and red (for extracellular degradation) and nucleosides transporters in grey. 
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Table S3. Cloning strategy used to identify Xenopus adenosine pathway genes. The adenosine production 
enzymes are indicated in green, adenosine receptors in blue, adenosine degradation enzymes in orange (for 
intracellular degradation) and red (for extracellular degradation) and nucleosides transporters in grey. 
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Table S4. Identity conservation between Xenopus acp proteins and their human orthologs. The percentage of 
amino acid identity between proteins was determined by pairwise alignment using Clustal W2 software on the 
EMBL-EBI Internet site. The accession numbers of the different proteins are given in Table S2 and in the legend 
of Fig S2. H.s, Homo sapiens; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
 
Table S5. Identity conservation between Xenopus ada proteins and their human orthologs. The percentage of 
amino acid identity between proteins was determined by pairwise alignment using Clustal W software on the 
EMBL-EBI Internet site. The accession numbers of the different proteins are given in Table S2 and in the legend 
of Fig S3. H.s, Homo sapiens; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
 
Table S6. Identity conservation between Xenopus pnp proteins and their human orthologues. The percentage 
of amino acid identity between the Xenopus and human proteins was determined by pairwise alignment using 
Clustal W2 software on the EMBL-EBI Website. The accession numbers of the different proteins are given in 
Table S2 and in the legend of Fig S4. H.s, Homo sapiens; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
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Table S7. Identity conservation between Xenopus slc29a proteins and their human orthologs. The percentage 
of amino acid identity between proteins was determined by pairwise alignment using Clustal W2 software on the 
EMBL-EBI Internet site. The GenBank accession numbers of transporter proteins are given in Table S2 and in the 
legend of Fig 3. H.s, Homo sapiens; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
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Table S8. Identity conservation between Xenopus slc28a proteins and their human orthologs. The percentage 
of amino acid identity between proteins was determined by pairwise alignment using Clustal W2 software on the 
EMBL-EBI Internet site. The GenBank accession numbers of transporter proteins are given in Table S2 and the 
legend of Fig 3. H.s, Homo sapiens; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis 
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Tableau 3: Différences entre les séquences nucléotidiques reconnues par les primers spécifiques des 
récepteurs adora 1, 2a et 2b, ada, pnp, slc29a1 et slc28a3. Les nucléotides différents entre le primer et la séquence 
nucléotidique du gène homéologue b sont colorés en rouge et leur nombre est reporté dans la colonne de gauche. 
 
 
 
Figure 63: Stratégie générale utilisée pour le clonage moléculaire des gènes étudiés. Les gènes sont encadrés 
de la couleur associée à la stratégie utilisée pour son clonage. La partie en bleue correspond au sous-clonage 
enzymatique à partir d’un plasmide. La partie en vert et orange correspond au sous-clonage à partir d’une PCR ou 
RT-PCR. Plusieurs stratégies ont été utilisées dans cette partie. La partie en gras est commune à tous les gènes 
 
 
 
Taille amplifiat a 
(pb)
Séquence homéologue b 
potentiellement reconnue                  
(nombre de nucléotide additionnel)
Nombre de nucléotide différent 
(additionnel)/nombre nucléotide 
total du primer
Taille amplifiat b 
potentiel (pb)
Hybridation
F GCCTTGGTCATCCCACTCGCC GCCTTGGTCATCCCACTCGCC 0/21
R GGACAGCACCCAACATCCCGT GGAGAGGACCCACCATCCCGT 3/21
F ATTGCAATTAGTACCGGATTTTGT ATTGCCATTAGTACCGGATTTTGT 1/24
R TTCTCCACATGTCACTTTCATTTT TTCTTCACATGTCACTTTCATTTT 2/21
F GGCCGTGGCCATTGACAGGTA ? ?
R AGCTGCTTACGGGCAACCATGA AGCTGCTTACGGGCGACCATGA 1/22
F CAAACTCCCCGCAGACACGGT CAAGCTCCCCGCAGACACAGT 2/21
R GTGCCCGGGGTACGACTCAC GTGCCCGGGGTACGACTCAC 0/20
F TAGCTGCTGGCAAGGAGCTGGGT TGGCCGCTGGCAAGGAGCTGGGT 2/23
R TCCTGCCAACCCGCAGCTGTTCT TTCTGCCAACCCACAGCTGTTCT 2/23
F AATGCCCCGACAGACCGGTACAA AACCCCCCGACAGACAGGTACAA 3/23
R AGGTAAGTCCGAGGTGCTACCA AGGTAAGTCCGAGGTG(5)CCATCA 4+(5)/22
F GGGCTTCATTGCCCTGGAACTT GGGCTTCATTGCCCTGGAACTT 0/22
R GACATGGCACCGATGGAACAGC GGCATGGCACTGATGGAACAGC 2/22
Adora1
Adora2a
Adora2b
Primer (séquence homéologue a)
Pnp
Slc29a3
250 211
481 481Ada.1
Slc29a1
228
456
327
232
453
?
503
a
a et b168164
a et b
a et b
a et ?
a et b
a et b510
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B. Résultats complémentaires 
1. Matériel et méthodes 
a) Outils bioinformatiques 
Les séquences nucléotidiques et protéiques de CD73 et ADK ont été identifiées dans les banques 
de données NCBI et Xenbase [327]. Les séquences nucléotidiques ont été validées par recherche BLAST 
(Basic Local Aligment Search Tool) dans les banques de nucléotides NCBI. Les numéros d’accession 
des séquences de xénope sont regroupés dans la figure S2 de l’article. 
Les alignements et les pourcentages d’identité entre les différentes séquences protéiques ont été 
effectués sur le site EMBL-EBI grâce à l’outil CLUSTAL W [419].  
Les arbres phylogénétiques ont été générés via le site Phylogeny.fr, qui utilise séquentiellement 
les programmes MUSCLE3.7 pour réaliser les alignements multiples, Gblock 0,91b pour affiner ces 
alignements, PhyML 3.0 pour faire l’analyse phylogénétique en utilisant le maximum des probabilités 
et TreeDyn 198.3 pour générer les arbres.  
La synténie a été déterminée par comparaison du contexte génomique de Xenopus tropicalis, 
Danio rerio, Gallus gallus, Mus musculus et Homo sapiens en utilisant les données Entrez Gene de 
NCBI pour chaque gène.  
b) RT-PCR 
La spécificité de chaque primer a été obtenue par alignement de chaque couple de primer avec les 
séquences de chaque homéologue et/ou gène de la même famille, sur le site EMBL-EBI grâce à l’outil 
CLUSTAL W [84]. Le tableau 3 présente les résultats obtenus uniquement avec les gènes homéologues.  
c) Hybridation in situ 
(1) Obtention des sondes spécifiques 
Différentes techniques de biologie moléculaire ont été utilisées pour obtenir des sondes 
spécifiques pour chaque gène étudié. La stratégie générale est développée dans la figure 63, et les détails 
techniques pour chaque sonde sont donnés dans le tableau 4 et ci-dessous.  
Clonages moléculaires 
Le clonage moléculaire a été réalisé en suivant les protocoles préconisés par les fournisseurs.  
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Tableau 4 : Détails techniques des stratégies de clonage pour l’obtention des sondes spécifiques.  Les sites 
de restriction nécessaires au clonage présent sur les amorces sont soulignés. 
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Les bactéries DH5α thermo-compétentes sont transformées, étalées sur boîte de Pétri LB- 
ampicilline 100µg/mL, puis incubées une nuit à 37°C. Le lendemain, une colonie isolée a été cultivée 
dans 3mL de milieu LB-ampicilline 100µg/mL, de nouveau une nuit à 37°C. Les extractions d’ADN 
plasmidiques à partir des cultures bactériennes liquides ont été effectuées avec le kit « NucleoSpin 
Plasmid » (Macherey-Nagel).  
Les digestions enzymatiques ont été effectuées avec des enzymes de restriction commercialisées 
par New England Biolabs, et la déphosphorylation des plasmides digérés a été faite avec la phosphatase 
alcaline intestinale de veau (CiP, New England Biolabs).  
Les PCR ont été faites avec la polymérase Go Taq (1.25U, Promega) grâce à un couple d’amorces 
spécifiques (400nM chacune), selon le programme suivant : dénaturation initiale 94°C 5min – 
[dénaturation 94°C 30s -hybridation température différente selon le couple d’amorces 30s – élongation 
72°C durée différente selon la longueur de la séquence] X n cycles – élongation finale 72°C 5min. 
Les purifications des fragments d’ADN ont été réalisées avec le kit « NucleoSpin Gel and PCR 
clean-up » (Macherey-Nagel).  
La ligation des fragments d’ADN à extrémités cohésives a été effectuée en présence de ligase 
(1.5U, T4 DNA Ligase, Promega) à température ambiante, une nuit, en condition d’excès molaire 
d’insert par rapport au vecteur (ratio 1:3) en se basant sur la formule : quantité d’insert = [quantité de 
vecteur x taille de l’insert / taille du vecteur] x ratio molaire.  
Chaque concentration de plasmide ou d’insert a été déterminée sur gel 1% agarose dilué en 1X 
TAE (Tris, Acetate, EDTA) par comparaison avec les bandes du marqueur de taille SmartLadder 
(Eurogentec) et pas dosage spectrométrique. Chaque clone plasmidique ou amplifiat de PCR a été vérifié 
par séquençage par la société Cogenics. 
Production des sondes marquées DIG 
Les sondes ont été générées à partir des plasmides linéarisés et purifiés, par transcription in vitro, 
grâce à une ARN polymérase (40U, Roche), en présence d’UTP couplé à la digoxygénine (DIG RNA 
labelling, Roche) et d’inhibiteurs de RNases (40U, RNasin Plus Inhibitor, Promega) pendant 2 heures à 
37°C. L’ADN plasmidique matrice a été ensuite dégradé par un traitement à la DNase (4U, RQ DNaseI 
Promega) pendant 15min à 37°C. Les sondes ARN ont été ensuite précipitées avec du 100% éthanol, 
lavées avec du 70% éthanol dilué en eau, puis remises en suspension dans de l’eau. La quantité des 
sondes produites a été vérifiée par électrophorèse sur gel 1% agarose dilué en 1X TBE (Tris Borate 
EDTA). 
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(2) Obtention des embryons 
Les femelles ont été stimulées hormonalement par des injections de gonadotrophine chorionique 
humaines (hCG) 4 jours avant la ponte (50 U), puis de nouveau la veille (750 U). Le jour de la ponte, 
elles sont placées dans des bacs contenant du 1X  MMR  (Marc’s Modified Ringers : 1M NaCl, 20mM 
KCl, 10 mM MgCl2, 20mM CaCl2, 50mM HEPES pH7.6, H2O). Les ovocytes ont été recueillis dans 
une boîte de Pétri et badigeonnés avec un morceau de testicule fraîchement prélevé sur un mâle 
euthanasié. La fécondation a été activée par ajout d’eau. Après dégangage dans une solution de 3% L-
cystéine pH7.8 (Sigma-Aldrich), les embryons ont été incubés dans une solution de 0,1X MMR en 
présence de gentamycine (10g/mL) jusqu’au stade désiré, déterminé grâce aux tables de Nieuwkoop 
et Faber. Ils ont ensuite été fixés dans une solution de MEMFA (0,1M MOPS pH 7.4, 0,2mM EGTA, 
1mM MgSO4, formaldéhyde 4%, H2O), pendant 1 heure à température ambiante.  
(3) Protocole 
Perméabilisation 
Les embryons ont été déshydratés en bains de concentrations croissantes de 25, 50, 75 et 100% 
éthanol dilué en eau et placés à -20°C une nuit. Ils ont ensuite été progressivement réhydratés dans du 
PBS-Tween (1X PBS, 0.1% Tween-20), puis perméabilisés par incubation avec de la protéinase K 
(10µg/mL) pendant 5min à température ambiante. 
Réduction du bruit de fond 
Après ajout d’anhydride acétique en milieu sans amines libres (0.1M triéthanolamine pH7.5), les 
embryons ont été rincés par des lavages de PBS-Tween. Ils ont de nouveau été fixés par du formaldéhyde 
4% pendant 20min, puis lavés plusieurs fois en PBS-Tween. 
Pré-hybridation 
Les embryons ont été placés à 60°C pendant 6 heures dans du tampon d’hybridation (50% 
formamide, 5X SSC, 1mg/mL torula RNA, 1X Denhart, 0.1% Tween-20, 100µg/mL héparine et 10mM 
EDTA). 
Hybridation 
Les sondes-DIG ont été dénaturées pendant 5min à 65°C dans du tampon d’hybridation. La 
quantité de sonde à diluer a été déterminée après dosage (environ 500ng/mL de tampon d’hybridation).  
Les embryons ont ensuite été recouverts de la sonde-DIG anti-sens ou sens correspondante, et ont 
été incubés une nuit à 60°C. 
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Elimination des sondes 
Des lavages dans du tampon d’hybridation, puis dans une solution de 2X SSC (Saline Sodium 
Citrate)-0.1% CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) ont été 
effectués à 60°C. Les sondes non fixées ont ensuite été dégradées par incubation des embryons à 37°C 
dans une solution de RNaseA (10µg/mL) diluée dans du 2X SSC. Puis, les embryons ont de nouveau 
été rincés par des lavages successifs de 2X SSC et de 0.2X SSC-0.1% CHAPS à 60°C. 
Saturation 
Les embryons ont été ensuite placés dans une solution de MAB (0.1M acide maléique pH7.5, 
0.15M NaCl, H2O) pendant 5 min, puis 15 min, avant d’être incubés 1 heure dans la solution de blocage 
(MAB, 2% agent bloquant Boehringer, 5% sérum de chèvre décomplémenté). 
Couplage des anticorps 
Les embryons ont été incubés une nuit à 4°C avec des anticorps anti-DIG couplés à la PA 
(Phosphatase Alcaline – Sigma) dilués au 1/2000 dans la solution de blocage.  
Révélation 
Après de nombreux lavage en solution MAB, les embryons ont subi deux bains de 15 minutes 
dans un tampon de coloration (0.1M Tris pH9.5, 50mM MgCl2, 0.1M NaCl, 0.1% Tween-20, 5mM 
levamisol, H20) avant d’être incubés dans le BM Purple (substrat coloré de l’AP - Roche), à l’obscurité.  
Rinçage et fixation 
Lorsque la coloration a été suffisante, les embryons ont été lavés au 1X PBS. Puis, si nécessaire, 
les traces de coloration non-spécifique ont été éliminées par un premier bain en 50% éthanol dilué en 
eau, puis en plusieurs bains de 10min en 100% méthanol, jusqu’à ce que la solution ne soit plus colorée, 
puis de nouveau en éthanol 50%. Les embryons ont enfin été fixés dans une solution de Bouin (9.25% 
formaldéhyde, 5% acide acétique, H2O). 
Dépigmentation 
Les embryons ont été rincés avec une solution de 70% éthanol–30% PBS, puis placés dans une 
solution de dépigmentation (1% H2O2, 5% formamide, 0.5X SSC, 1X PBS) sur plaque lumineuse, 
jusqu’à une dépigmentation totale des embryons. 
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Figure 64 : Evolution du gène nt5e. A. Arbre phylogénétique des protéines CD73 des vertébrés. L’arbre 
phylogénétique a été généré sur la plateforme Phylogeny.fr. Un algorithme groupé a été utilisé pour construire 
l’arbre. Le ratio de probabilité est indiqué pour chaque nœud de l’arbre. B. Conservation d’identité entre les 
protéines CD73 de xénope et leurs orthologues humains. Le pourcentage d’identité des acides aminés entre les 
protéines a été déterminé par alignement par paire, en utilisant le logiciel Clustal W sur le site internet EMBL-
EBI. Les numéros d’accession GenBank des protéines CD73 sont donnés dans le tableau S2 de l’article et comme 
suit: CD73-D.m : NP_725682; CD73-D.r : NP_957226; CD73-G.g : XP_004940453; CD73.1- H.s : 
NP_002517  CD73.2- H.s : NP_001191742 ; CD73-M.m : NP_035981. C. Carte de synténie pour les gènes NT5E 
dans les génomes des vertébrés. La carte a été produite par comparaison des régions chromosomiques contenant 
les gènes nt5e des espèces X.tropicalis, G.gallus, M.musculus et H.sapiens. Les GeneID d’NCBI sont donnés dans 
le tableau S1 de l’article et comme suit : nt5e-G.g: 421833; Nt5e-M.m: 23959; NT5E-H.s: 4907. Chaque gène 
possède un code couleur ; les gènes non conservés sont indiqués en blanc. L’orientation des gènes sur chaque 
chromosome (chr) est également indiquée. D.m, Drosophila melanogaster; D.r, Danio rerio; G.g: Gallus gallus; 
H.s, Homo sapiens; M.m, Mus musculus; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
 
 
Figure 65: Expression spatiale de nt5e. L’expression du gène nt5e a été analysée par hybridation in situ en 
utilisant une sonde antisens (A et B) et sens (C). Le marquage dans la tête est aspécifique, car retrouvé avec la 
sonde sens. Les embryons au stade 37/38 sont photographiés latéralement partie antérieure vers la droite. La flèche 
représente le marquage au niveau de la veine cardinale commune. (Images de Massé et Jones) 
 
148 
 
Observation 
Les embryons ont été placés dans du 1X PBS, dans une boite de Pétri dont le fond est recouvert 
d’agarose, et l’analyse de la coloration obtenue s’est effectué sous la lampe binoculaire. Les 
photographies ont été prise avec une camera LEICA MZ6 CDF420 et le logiciel Leica application suite, 
version 2.7.0 
2. Résultats : Profils d’expression spatio-temporels  
Les résultats obtenus par RT-PCR montrent des profils d’expression spécifiques et différents pour 
chacun des membres de la voie de signalisation de l’adénosine [418]. Au cours de mon travail de thèse, 
j’ai pu affiner certains profils en réalisant des hybridations in situ.   
a) Nt5e 
(1) Phylogénie et synténie 
Nt5e est un gène unique, pour cette raison, nous n’avons pas présenté son étude in silico dans 
l’article. Cependant, les résultats présentés ici montrent que l’évolution de ses protéines est respectée 
(figure 64A). Les protéines cd73 de Xenopus laevis sont conservées et présentent 64,20% d’identité 
avec le variant humain le plus proche (figure 64B). La synténie est également conservée entre les gènes 
humain, murin, de poulet et de xénope (figure 64C). 
(2) Profil d’expression  
Les résultats obtenus par RT-PCR indiquent un profil d’expression spatio-temporel dynamique 
lors du développement embryonnaire de X.laevis. L’expression du gène nt5e est maximale lors de la 
neurulation, mais dans la partie ventrale de l’embryon. Au cours de l’organogenèse, nt5e est exprimé 
dans l’endoderme et le rein au stade 37/38 puis dans tous les organes disséqués au stade 45 avec une 
plus forte expression au niveau du cœur. Ce fort niveau d’expression au niveau du cœur corrobore le 
profil d’expression obtenu par hybridation in situ. En effet, les travaux initiés au laboratoire du 
professeur E. Jones, montrent un marquage spécifique au niveau de la veine cardinale commune dans 
l’embryon aux stades 32, 35 et 37/38 (figure 65). Cette veine relie le rein et le cœur au cours de 
l’embryogenèse [420]. 
b) Récepteurs adora 
Les résultats obtenus par RT-PCR montrent un profil d’expression différent pour les récepteurs 
adora1, 2a, 2b, 3.1 et 3.3, suggérant donc des rôles propres à chacun. Les séquences des primers  
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Figure 66 : Expression spatiale de récepteurs adora au stade 35/36. L’expression des récepteurs adora1 (A, B), 
adora2a (C-F), adora 2b (G-H) et adora 3 (I-J) a été analysée par hybridation in situ en utilisant des sondes antisens 
(A, C, E, G, I) et sens (B, D, F, H, J). Pour le récepteur adora2a, l’hybridation in situ a été réalisée avec une sonde 
produite lors de ce travail (sonde 1) (C, D) et la sonde publiée par [310] (E, F). La flèche marque la vésicule otique. 
Les embryons sont photographiés latéralement partie antérieure vers la gauche.  
 
 
Figure 67 : Expression spatiale d’ada. L’expression du gène ada a été analysée par hybridation in situ en utilisant 
une sonde antisens (A) et sens (B). Le marquage dans la notochorde est aspécifique, car retrouvé avec la sonde 
sens. Les embryons au stade 37/38 sont photographiés latéralement partie antérieure vers la gauche. c : cristallin  
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spécifiques aux récepteurs adora1, 2a et 2b ont été déterminées avant l’identification par BLAST sur la 
dernière version du génome de X.laevis des séquences de leur homéologue. Les analyses de séquences 
suggèrent que chaque paire de primers utilisé amplifie les deux gènes homéologues (tableau 3). De 
plus, les tailles de ces deux fragments sont trop similaires pour pouvoir les différencier après migration 
sur gel d’agarose. Concernant adora2b.b, sa séquence nucléotidique n’étant pas complète, il est 
impossible de conclure quant à la spécificité du couple de primer utilisé. Cependant, compte tenu du fort 
pourcentage d’identité entre les deux séquences connues d’adora2b.a et b, nous supposons que ce couple 
de primer reconnait aussi les deux homéologues. 
L’hybridation in situ s’est effectuée avec une sonde spécifique pour les récepteurs adora1, 2a, 2b 
et 3, localisée dans la phase codante. De ce fait, ces sondes ne permettent pas de différencier les deux 
homéologues. Nos résultats ne permettent pas de dégager un profil d’expression spécifique pour chacun 
(figure 66). En effet, tout marquage observé est retrouvé avec les sondes sens, excepté pour les 
récepteurs adora2a et 2b pour lesquels l’expression dans la vésicule otique semble être spécifique 
(figure 66C et G). Le profil d’expression d’adora2a ayant été publié, nous avons reproduit en parallèle 
les HIS avec notre sonde adora2a  (sonde 1) et celle utilisée par Lijima et al. [310] (sonde 2). Les deux 
résultats sont semblables et identiques à ceux publiés. Aucune information n’est disponible concernant 
les résultats obtenus avec la sonde sens dans la publication de Lijima et al. Il semblerait donc que le 
profil d’expression publié soit aspécifique. Nos résultats suggèrent que les récepteurs adora sont 
faiblement exprimés au cours du développement embryonnaire, à un niveau indétectable par hybridation 
in situ.  
c) Ada 
Pour les mêmes raisons que les gènes adora, les primers produits pour établir le profil 
d’expression d’ada.1 ne permettent pas de différencier les deux homéologues (tableau 3). Par RT-PCR, 
ces deux homéologues sont exprimés tout au long de l’embryogenèse, même si leur expression est plus 
faible lors de la neurulation. De plus, leur expression est quasi ubiquitaire, puisque ada.1 est exprimé 
dans tous les organes testés, excepté dans le cœur au stade 45.  
Cependant, nos résultats obtenus par hybridation in situ montrent une expression d’ada beaucoup 
plus restreinte dans l’embryon : au niveau du cristallin et dans deux parties au niveau de la région 
antérieure de la tête au stade 37/38 (figure 67). La sonde que nous avons utilisée reconnait une partie 
de la région codante du gène ada.1a. Cependant, les séquences codantes des gènes ada.1a et ada.2a 
présentent 94,52% d’identité. Il est donc très probable que la sonde reconnaisse les deux homéologues. 
Le pourcentage d’identité nucléotidique entre les gènes ada.1 et ada.2 est de l’ordre de 70%. De plus, 
les résultats de RT-PCR montrent que ada.2 n’est exprimé que faiblement à ce stade embryonnaire et  
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Figure 68: Profil d’expression spatiale de pnp dans l’embryon de Xenopus laevis, au cours de l’embryogenèse. 
L’expression du gène pnp a été analysée par hybridation in situ en utilisant une sonde antisens (A-C) et sens (D) 
aux stades 18 (A) et 37/38 (B-D). Le marquage dans la notochorde et la vésicule otique est aspécifique car retrouvé 
avec la sonde sens. L’embryon au stade 18 est photographié en vue postérieure. Les embryons au stade 37/38 sont 
photographiés latéralement partie antérieure vers la gauche. o : œil ; r : rein ; s : somites. 
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dans la partie ventrale de l’embryon. Ceci suggère que ce profil d’expression est spécifique aux gènes 
ada.1. 
d) Pnp 
Le profil d’expression des deux gènes pnp obtenu par RT-PCR est ubiquitaire à partir de la 
gastrulation (figures 4 à 6 de [418]). La séquence nucléotidique de pnp.b est plus longue en 3’ que celle 
de son homéologue pnp.a et recouvre totalement la séquence de pnp.a avec un pourcentage d’identité 
de 84,93%. Il n’a donc pas été possible de déterminer une séquence spécifique au gène pnp.a pour établir 
son profil d’expression. Pour cette raison, un couple de primer utilisé amplifie les deux homéologues 
pnp à la fois (tableau 3), alors qu’un autre couple de primer, déterminé dans la partie de la séquence 
nucléotidique de pnp.b ne recouvrant pas celle de pnp.a, est spécifique au gène pnp.b. L’utilisation de 
ces différents couples a permis de montrer que ces homéologues ont des profils d’expression différents.  
Le profil d’expression spatial de pnp.a publié par Bourdelas et al. [415] (figure 68) est restreint 
aux tissus neuraux et mésodermiques. Afin de compléter ce profil, nous avons étudié son expression par 
hybridation in situ à des stades différents. Au stade 18 (milieu de neurulation), pnp.a est exprimé dans 
la région postérieure de l’embryon, dans le mésoderme dorsal au vestige du blastopore (figure 68A), ce 
qui correspond à l’expression observée à des stades plus précoces [415] (figure 68). Au stade 37/38 (fin 
d’organogenèse), l’expression de pnp.a est spécifique au niveau des somites, de l’œil et fortement dans 
les tubules proximaux du rein (figure 68B et C). Ce profil d’expression n’avait pas été décrit 
précédemment, puisque le dernier stade observé par Bourdelas et al. est le stade 28, en début 
d’organogenèse. Au stade 37/38, pnp est également détecté dans la vésicule otique et dans la notochorde. 
Cependant, ce marquage dans ces deux tissus n’est pas spécifique car l’embryon hybridé avec la sonde 
sens présente une expression similaire (figure 68D).  
Ce profil a été obtenu grâce à l’utilisation d’une sonde localisée dans la partie 3’UTR du gène 
pnp.a, considéré comme unique chez X.laevis lors de la publication de Bourdelas et al [415]. Cependant, 
la partie 3’UTR du gène pnp.b présente 81,57% d’identité avec celle de pnp.a.  Il est donc possible que 
cette sonde puisse s’hybrider sur l’ARNm de pnp.b. Nos résultats de RT-PCR montrent que pnp.b est 
fortement exprimé dans le pronéphros à ce stade (figure 6B), suggérant que ce marquage par HIS 
correspond à l’expression de cet homéologue. Il est donc nécessaire de générer une sonde pnp.b 
spécifique (dans la partie 3’ terminale de l’ADNc)  afin de confirmer cette hypothèse. 
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Figure 69 : Evolution du gène adk. A. Arbre phylogénétique des protéines ADK des vertébrés. L’arbre 
phylogénétique a été généré sur la plateforme Phylogeny.fr. Un algorithme groupé a été utilisé pour construire 
l’arbre. Le ratio de probabilité est indiqué pour chaque nœud de l’arbre. L’astérisque représente une trifurcation 
où le ratio de probabilité est nul. B. Conservation d’identité entre les protéines adk de xénope et leurs 
orthologues humains. Le pourcentage d’identité des acides aminés entre les protéines a été déterminé par 
alignement par paire, en utilisant le logiciel Clustal W sur le site internet EMBL-EBI. Les numéros d’accession 
GenBank des protéines ADK sont donnés dans le tableau S2 de l’article et comme suit: ADK.A-D.m: NP_648624; 
ADK.B-D.m: NP_729863; ADK.1-D.r: NP_997956; ADK.2-D.r: NP_001259013; ADK-G.g: NP_001006501; 
ADK.1-M.m: NP_598840; ADK.2-M.m: NP_001229970; ADK.a-H.s: NP_001114; ADK.b-H.s: NP_006712; 
ADK.c-H.s: NP_001189378; ADK.d-H.s: NP_001189379. C. Carte de synténie pour les gènes ADK dans les 
génomes des vertébrés. La carte a été produite par comparaison des régions chromosomiques contenant les gènes 
ADK des espèces X.tropicalis, G.gallus, M.musculus et H.sapiens. Les GeneID d’NCBI sont donnés dans le tableau 
2 de l’article et comme suit : ADK-G.g: 423735; ADK-M.m: 11534; ADK-H.s: 132. Chaque gène possède un code 
couleur ; les gènes non conservés sont indiqués en blanc. L’orientation des gènes sur chaque chromosome (chr) 
est également indiquée. D.m, Drosophila melanogaster; D.r, Danio rerio; G.g: Gallus gallus; H.s, Homo sapiens; 
M.m, Mus musculus; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
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e) ADK 
(1) Phylogénie et synténie 
Adk étant un gène unique, nous n’avons pas présenté son étude in silico dans l’article. Cependant, 
les résultats présentés ici montrent que l’évolution de ses protéines est respectée (figure 69A). Les 
protéines adk de Xenopus laevis sont conservées et présentent 81,6% d’identité avec le variant humain 
le plus proche (figure 69B). La synténie est également conservée entre les gènes humain, murin, de 
poulet et de xénope (figure 69C).  
(2) Profil d’expression 
Comme nous l’avons vu dans l’article (figures 4 à 6), l’expression du gène adk est constante au 
cours du temps et ubiquitaire dans l’embryon.  
Afin de mieux caractériser ce profil d’expression, nous avons étudié l’expression du gène adk à 
différents stades embryonnaires par hybridation in situ. Aux stades précoces, l’expression d’adk est 
dynamique. En effet, son expression n’est pas détectée lors de la segmentation (figure 70A), mais elle 
se situe dans l’ectoderme à la fin de la gastrulation (figure 70B), puis au niveau de la plaque neurale au 
début de l’organogenèse (figure 70C). Au cours de l’organogénèse, son expression devient ubiquitaire. 
Au stade 32,  les transcrits d’adk sont détectés dans un grand nombre de tissus/organes de l’embryon 
(figure 70E à H) : œil, arcs branchiaux, oreille, rein (tubules proximaux, intermédiaires, distaux, 
connecteurs), somites et muscles hypaxiaux, îlot sanguin ventral et enfin épiderme.  
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Figure 70: Profil d’expression spatiale d’adk dans l’embryon de Xenopus laevis, au cours de l’embryogenèse. 
L’expression du gène adk (a été analysée par hybridation in situ en utilisant une sonde antisens (A-C et E-H) et 
sens (D) aux stades 5 (A), 12 (B), 20 (C), 32 (D-F) et 37/38 (G-H). L’embryon au stade 5 est photographié en vue 
du pole animal (A), l’embryon au stade 12 en vue du pole végétatif (B) et l’embryon au stade 22 en vue dorsale 
(C). Les embryons aux stades 32 et 37/38 (D-H) sont photographiés latéralement partie antérieure vers la gauche. 
F et H sont des zooms de la partie antérieure des embryons aux stades 32 et 37/38. ab : arcs branchiaux ; e : 
ectoderme/epiderme ; isv : îlot sanguin ventral ; mh : muscles hypaxiaux ; o : œil ; pn : plaque neurale ;  r : rein ; 
s : somites ; tc : tubule connecteur ; td : tubules distaux ; ti : tubules intermédiaires ; tp : tubules proximaux ; vo : 
vésicule otique 
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Figure 71: Profil d’expression spatiale de slc29a1 dans l’embryon de Xenopus laevis, au cours de 
l’embryogenèse. L’expression du gène slc29a1 a été analysée par hybridation in situ en utilisant une sonde 
antisens (A, B et D-G) et sens (C) aux stades 19/20 (A), 24 (B), 32 (D,E) et 37/38 (C,F,G). Les embryons sont 
photographiés latéralement partie antérieure vers la gauche, sauf l’embryon au stade 19/20 en vue dorsale (A). E 
et G sont des zooms de la partie antérieure des embryons aux stades 32 et 37/38. ab : arcs branchiaux ; c.m : 
cerveau moyen ;  cp : cerveau postérieur ;  isv : îlot sanguin ventral ; o : œil, r : rein.  
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f) Slc29a1  
Les séquences du couple de primers spécifiques à slc29a1 utilisés pour établir son profil 
d’expression ont été déterminées avant la découverte du deuxième homéologue, à partir de la séquence 
nucléotidique de slc29a1.a. Bien que les séquences des deux homéologues présentent un pourcentage 
d’identité de 86,94%, les primers sont spécifiques du gène slc29a1.a (tableau 3). Par RT-PCR, le 
transporteur slc29a1.a est exprimé à partir de la fin de la neurulation (stade 21), avec un niveau 
d’expression croissant jusqu’à la fin de l’organogenèse (figure 5 de [418]). De plus, ce gène est détecté 
dans tous les tissus embryonnaires testés à partir du stade 24 (organogenèse), mais son expression 
semble plus forte au niveau de la tête (figure 6 de [418]).  
Afin de détailler ce profil d’expression, nous avons utilisé une sonde spécifique de slc29a1. La 
sonde a été clonée à partir d’une partie 5’UTR et du début de la séquence codante du gène slc29a1.a. 
Cependant, la séquence de cette sonde présente 87,65% d’identité avec la séquence nucléotidique de 
slc29a1.b et il est donc très probable que la sonde s’hybride avec les deux transcrits. Nos résultats 
d’hybridation in situ confirment nos résultats obtenus par RT-PCR car, d’une part, aucun marquage n’est 
détecté avant la phase d’organogénèse et d’autre part l’expression est plus forte au niveau de la partie 
antérieure de l’embryon (figure 71). Au stade 32, son expression est détectée au niveau du cerveau 
moyen et postérieur, des arcs branchiaux et dans l’œil (D-E). Une expression plus faible est détectée 
dans l’îlot sanguin ventral et le rein. Au stade 37/38, slc29a1 est toujours exprimé dans ces mêmes tissus 
et organes, mais avec un niveau d’expression qui s’intensifie au niveau des arcs branchiaux et de l’ilot 
sanguin ventral (F-G). Le contrôle sonde sens indique que l’expression au niveau de l’œil, de l’oreille 
et de la notochorde est aspécifique (C).    
Des images d’hybridation in situ sont disponibles sur Xenbase et confirment nos résultats. 
Cependant, aucune indication concernant les marquages obtenus avec le contrôle sonde sens n’est 
disponible. Notre travail montre que l’expression dans l’œil et l’oreille publiée sur Xenbase est 
aspécifique. Ceci conforte l’utilisation de la sonde sens correspondante à la sonde antisens pour vérifier 
la specificité du marquage.  
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Figure 72: Profil d’expression spatiale de slc28a2 dans l’embryon de Xenopus laevis, au cours de 
l’embryogenèse. L’expression du gène slc28a2 été analysée par hybridation in situ en utilisant une sonde antisens 
(A, C et D) et sens (B) aux stades 32 (A), et 37/38 (B-D). Les embryons sont photographiés latéralement partie 
antérieure vers la gauche. D est un zoom de la partie antérieure de l’embryon en C. g : glomérule. 
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g) Slc28a2 
Le profil d’expression du transporteur slc28a2 est plus spécifique que le gène précédant. Par RT-
PCR, slc28a2 est exprimé au cours de la segmentation, très faiblement pendant la gastrulation, puis son 
niveau d’expression augmente de manière croissante à partir de la neurulation (figure 5 de [418]). Aux 
stades les plus tardifs, l’expression de slc28a2 est détectée uniquement dans le rein, l’œil et le tube 
digestif (figure 6 de [418]). Les images d’hybridation in situ disponibles sur Xenbase montrent que 
slc28a2 n’est pas détecté avant le stade 31 et il est exprimé au niveau du rein, de la tête et de la vésicule 
otique au stade 37/38 au cours de l’embryogénèse de X.tropicalis.  
Les images obtenues par la même méthode montrent une expression de slc28a2 à partir du stade 
32 chez X.laevis. De plus, son expression spatiale est très spécifique : elle est localisée uniquement au 
niveau du rein, certainement le glomérule (figure 72). Au stade 37/38, cette spécificité d’expression 
reste la même, avec une expression exclusive au niveau rénal. Des coupes transversales doivent être 
réalisées afin de préciser le domaine d’expression pronéphrique : glomérule ou tubules proximaux. Ce 
résultat concorde avec les images disponibles sur Xenbase, cependant, mon travail démontre que 
l’expression au niveau de la tête et de la vésicule otique n’est pas spécifique du transporteur slc28a2.  
h) Alpl 
Les résultats obtenus pour alpl ont attiré notre attention de par son expression spécifique et 
dynamique dans l’œil et le rein. Pour cette raison, les études in silico et le profil d’expression détaillé 
de ce gène seront présentés dans la deuxième partie de ma thèse. Ces résultats, ainsi que l’étude 
fonctionnelle du gène alpl feront l’objet d’un second article.  
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Figure 73 : Carte d’expression temporelle de la voie de signalisation purinergique au cours du 
développement embryonnaire de Xenopus laevis. Chaque molécule et ses enzymes producteurs sont associés à 
une couleur. Pour l’ATP et l’adénosine, les récepteurs et/ou transporteurs associés sont également représentés par 
la même couleur et sont indiqués par une accolade. Les flèches pleines représentent les stades où les acteurs sont 
exprimés, et les flèches en pointillés, les stades où ils ne sont pas exprimés.   
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3. Conclusion et discussion 
Grâce à ces différents profils d’expression obtenus par RT-PCR et hybridation in situ, j’ai pu 
compléter la carte d’expression spatio-temporelle comparative des différents acteurs de la voie de 
signalisation purinergique. La carte d’expression temporelle est présentée en figure 73. Les résultats 
obtenus concernant leur expression spatiale au cours de la neurulation et de l’organogenèse sont résumés 
dans le tableau 5.  
Nous pouvons voir dans l’embryon entier, que bien que la molécule d’ATP puisse être 
directement libérée dans l’espace extracellulaire, elle peut également être produite à partir de l’ADP par 
les ndpks. Il existe également au moins un récepteur spécifique de l’ATP à chaque étape du 
développement embryonnaire, suggérant une implication de cette purine extracellulaire au cours de 
l’embryogénèse. De même, l’ADP et l’AMP peuvent également être générées au cours du 
développement embryonnaire. Cependant, leur seule source de production maternelle provient des 
ectonucléotidases enpp via l’hydrolyse de l’ATP. Contrairement à la concentration d’ATP élevée dès 
les premiers stades de développement, les quantités d’ADP et d’AMP sont faibles (21,7 pmol/embryon 
et 14,8 pmol/embryon – figure 7 de [418]). Ceci suggère que l’ADP pourrait déjà être stockée dans 
l’ovocyte, soit au cours du développement produit à l’intérieur d’un blastomère pour être ensuite libéré 
par exocytose [9]. Nous pouvons également voir qu’à l’échelle de l’embryon, tout au long du 
développement, il existe des enzymes permettant de produire l’adénosine (cd73 et phosphatases alcaline 
et acide), et aussi de la dégrader (adk et ada). Au moins un récepteur adora et un transporteur 
nucléosidique sont également présents à chaque stade embryonnaire, suggérant une implication de 
l’adénosine extracellulaire au cours de l’embryogénèse. Cependant, comme nous avons pu voir dans 
l’article, la concentration en adénosine est très faible au cours de l’embryogenèse, et cette propriété 
semble être importante pour un développement embryonnaire normal. Les acteurs de la voie de 
signalisation de l’adénosine ont certainement le rôle de réguler et maintenir sa concentration basse dans 
l’espace extracellulaire. Ces données ne nous permettent pas de différencier les concentrations 
intracellulaires et extracellulaires de ces purines. Les concentrations élevées d’ATP sont certainement 
liées à la forte valeur énergétique nécessaire à l’embryon pour son développement. Cependant la 
présence des récepteurs P2 ATP-dépendants suggèrent l’implication de l’ATP en tant que molécule de 
signalisation. 
Les résultats de RT-PCR laissent suggérer une régulation spatiale et aussi temporelle de la 
concentration des purines, notamment celle de l’adénosine. Au cours de ce travail, j’ai tenté de mesurer 
la concentration d’adénosine dans des tissus donnés de deux manières différentes. La première a été de 
réaliser les mesures d’HPLC à partir de tissus disséqués d’embryons à différents stades. Cependant, ces 
mesures n’ont pas plus être exploitées du fait de la dégradation non spécifique de l’ATP par altérations 
métaboliques causées par les dissections. En effet, des ratios ATP /ADP anormaux étaient obtenus. 
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Tableau 5: Récapitulatif des profils d’expression spatiale des membres de la voie de signalisation 
purinergique chez le xénope. n.d. non détecté ; n.a : non analysé ; *profil d’expression non confirmé par ce travail 
de thèse ; ± pas d’informations concernant la  sonde contrôle sens.  
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La seconde approche a été par l’utilisation de biosenseurs [421, 422]. Ces microélectrodes 
permettent de mesurer la concentration en purine dans un organe ou un tissu donné, directement dans 
l’embryon. Cette technique est basée sur la détection de molécules d’H2O2 formées par les enzymes de 
dégradation du métabolite mesuré, entrainant la formation d’un signal électrique quantifiable. La figure 
74 présente la réaction chimique s’effectuant dans un biosenseur spécifique de l’adénosine. Au cours de 
ma thèse, j’ai pu être initiée à cette technique au laboratoire du professeur Nicholas Dale à l’université 
de Warwick (School of Biological Sciences). Cependant, en raison de problèmes techniques lors de la 
génération de ces biosenseurs, les résultats de mesure n’ont pas été concluants. L’élaboration de cette 
carte d’expression spatio-temporelle permet de mettre en évidence des tissus ou organes présentant une 
expression forte de ces acteurs de la voie de signalisation purinergique.  
Au moment de la neurulation, de nombreux acteurs de la voie de signalisation purinergique sont 
exprimés dans les tissus neuraux (tableau 5), suggérant leur rôle dans la mise en place du système 
nerveux de l’embryon. Les enzymes produisant l’ATP (nm23), l’AMP (enpp2a et enpp2b) et l’adénosine 
(alpl), les récepteurs p2y4 et p2y11, les enzymes dégradant l’adénosine (pnp et adk) et le transporteur 
slc29a2 présentent tous une expression au niveau de la plaque ou du tube neural au cours de la 
neurulation. Par RT-PCR, nous avons démontré la présence majeure  des différents acteurs de la voie 
de signalisation de l’adénosine dans la plaque neurale au stade 15. Outre l’expression des enzymes 
pouvant produire l’adénosine (alpl et plus faiblement nt5e), les récepteurs adora1, 2a et 2b, ainsi que 
les transporteurs slc29a3 et slc28a3 sont aussi détectée dans la plaque neurale. Le gène ada.1 est 
faiblement détecté dans ce tissu. Chez la souris, l’inhibition de l’expression des récepteurs adora1, 2a 
provoque des anomalies de la fonction cérébrale [211, 212]. Cependant, aucun défaut neuronal suggérant 
une malformation du système nerveux n’a été observé. L’absence d’alpl chez la souris entraîne quant à 
elle une malformation du tube neural [423]. Cependant, compte tenu de la diversité de substrat de cette 
enzyme, cette altération ne résulte peut être de production anormale de l’adénosine. La littérature ne 
permet donc pas de démontrer le rôle de la voie de signalisation de l’adénosine lors de la neurogenèse. 
Cependant, l’expression de la quasi-totalité des acteurs de la voie de signalisation de l’adénosine dans 
les tissus neuraux de l’embryon de Xenopus laevis suggère encore une fois la nécessité de réguler la 
concentration de l’adénosine extracellulaire pour permettre le développement normal du système 
nerveux. Des études fonctionnelles de ces acteurs sont donc nécessaires pour élucider les fonctions de 
l’adénosine au cours de la mise en place du système nerveux.  
Au cours de l’organogenèse, un grand nombre d’acteurs du métabolisme purinergique sont 
exprimés dans les tissus musculaires (tableau 5). Nos résultats d’hybridation in situ couplées avec ceux 
publiés par d’autres équipes montrent que les enzymes producteurs d’ATP (ndpka et b), d’ADP 
(entpdase2 et ak1) et d’AMP (entpdase1 et enpp2a et b) et d’adénosine (enpp2), les enzymes de  
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Figure 74: Réaction chimique ayant lieu dans les biosenseurs spécifiques à l’adénosine. Les enzymes présents 
dans le biosenseur sont encadrés en rouge (ada, pnp et xo) et les molécules d’H2O2 produites et entraînant un signal 
électrochimique sont entourées en bleu. D’après [422]. 
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dégradation de l’adénosine (adk) et de l’inosine (pnp), ainsi que les récepteurs p2 (p2y11 et p2x5 
(Blanchard et Massé)) et le transporteur slc29a2 sont exprimés dans les somites. Le récepteur p2y1 est 
exprimé dans les myotomes et les transcrits des enzymes de production de l’ADP (entpdase2) et de 
dégradation de l’adénosine (adk) sont également détectés dans les muscles hypaxiaux. Par RT-PCR, les 
gènes alpl, acpt, ada.1, les quatre récepteurs adora et les transporteurs équilibratifs de nucléosides sont 
aussi détectés dans les somites (figure 6 de [418]). Ceci laisse suggérer un rôle pour cette voie de 
signalisation lors de la somitogénèse. En effet, l’administration d’agonistes des récepteurs adora, 
mimant une forte concentration en adénosine, entraine des défauts de formation des somites et la 
réduction de l’expression du marqueur musculaire myoD [310]. Ces résultats suggèrent qu’un excès 
d’adénosine n’est pas favorable au développement normal des muscles chez l’embryon et que la 
concentration en adénosine doit y être contrôlée et régulée. Il n’est donc pas étonnant de trouver une 
expression des enzymes de dégradation de l’adénosine comme ada, adk et pnp, alors que l’enzyme de 
production principal de l’adénosine nt5e n’y est pas exprimé. Par contre, les phosphatases alpl et acpt, 
permettant la production d’adénosine, sont détectées par RT-PCR dans les somites. Cependant, ces 
enzymes possèdent divers substrats et pourraient intervenir dans les somites via d’autres propriétés.  
La voie de signalisation purinergique semble aussi avoir un rôle au niveau du système 
cardiovasculaire au cours de l’organogenèse. Les enzymes de production de l’AMP (entpdase1, enpp1) 
et les transporteurs nucléosidiques slc29a1 et 2 sont exprimés dans les îlots sanguins, à l’origine des 
cellules hématopoïétiques. L’un des sites majeurs d’expression des gènes de cette voie de signalisation 
est le cœur. Les enzymes de production de l’ADP (entpdase2) et de l’AMP (enpp1) y sont détectés par 
hybridation in situ. De plus, la quasi-totalité des acteurs de la voie de signalisation de l’adénosine est 
donc exprimée dans le tissu cardiaque : les enzymes produisant l’adénosine (nt5e, alpl et acpt), 
dégradant l’adénosine (adk) et l’inosine (pnp), ainsi que les récepteurs adora 2a, 2b et 3.1 et les 
transporteurs slc29a2 et 3 sont également détectés dans le cœur à la fin de l’organogenèse (stade 45) par 
RT-PCR (figure 6 de [418]). Seule l’enzyme ada, faisant le lien entre l’adénosine et l’inosine extra-
cellulaire est absente. Pourtant, la dégradation de l’adénosine semble nécessaire dans le cœur lors de 
l’embryogenèse, car un excès d’adénosine dans ce tissu est néfaste pour l’embryon. En effet, chez la 
souris, la sur-expression du recepteur adora1 sous le contrôle d’un promoteur cardiaque entraîne des 
défauts de la morphologie et de la fonction cardiaque [246]. De plus, chez le poulet, l’administration 
d’agoniste des récepteurs adora entraîne des anomalies de la boucle cardiaque [299]. Compte tenu de 
l’importance de la régulation de la concentration en adénosine au niveau cardiaque, il est possible que 
l’adénosine soit recyclée à l’intérieur de la cellule grâce aux transporteurs de nucléotides spécifiques de 
l’adénosine, puis que la molécule soit dégradée en intracellulaire par l’adk. Enfin, les transcrits de 
l’enzyme de production de l’AMP (enpp1) et de l’enzyme productrice de l’adénosine (nt5e) sont 
retrouvés dans le système vasculaire, en particulier nt5e est exprimé   
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spécifiquement dans la veine cardinale commune reliant le cœur au rein (tableau 5). Chez Xenopus 
laevis, l’administration d’antagonistes des récepteurs adora au stade 31 provoque des défauts au niveau 
de l’angiogenèse et de la lymphangiogenèse [311]. De même, chez le poulet, l’activation des récepteurs 
adora par l’administration d’adénosine entraine des défauts dans le développement vasculaire [309]. Ces 
résultats montrent que l’adénosine serait impliquée dans le développement du système vasculaire et que 
la présence de la cd73 (codée par nt5e) dans la veine cardinale commune pourrait permettre sa 
production.  
L’obtention de cette carte d’expression spatio-temporelle est très importante pour deux raisons 
majeures. D’une part, elle permet de comparer les profils d’expression des gènes permettant de réguler 
la concentration extracellulaire de l’ATP, ADP et adénosine et d’appréhender les rôles de ces purines 
au cours de l’embryogénèse. De plus, elle permet de démontrer que la voie de signalisation purinergique 
et notamment celle de l’adénosine est impliquée dans la physiologie de nombreux organes, mais 
également lors de leur mise en place.  
D’autre part, cette étude est une étape nécessaire aux études fonctionnelles car elle permet 
d’établir quelle protéine pourrait être impliquée dans un tissu donné. Cette étude m’a permis de 
sélectionner l’enzyme phosphatase alpl afin d’établir ses fonctions au cours de la formation du rein et 
de l’œil. En effet, ses deux organes sont des sites majeurs d’expression des acteurs de la voie de 
signalisation purinergique mais notamment celle de l’adénosine. Chaque acteur de la voie de 
signalisation de l’adénosine est présent en au moins un exemplaire (tableau 5). Nous avons déjà 
démontré l’implication de deux ectonucléotidases dans la formation de l’œil et du rein ([403] et Massé 
et al., en révision, voir annexe II ). L’enzyme alpl étant spécifiquement exprimée dans ces deux tissus, 
il nous était donc possible, via son étude fonctionnelle, d’apporter de nouvelles évidences quant à 
l’importance des ectonucléotidases lors de la formation de ces deux tissus.   
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Figure 75: Modèle d’induction du champ présomptif de la rétine dans la plaque neurale antérieure. Le bleu 
clair indique la plaque neurale, le bleu montre l’expression d’Otx2 et le bleu foncé représente le champ présomptif 
de l’œil. D’après [416] . 
 
 
Figure 76: Schéma résumant le profil d’expression des facteurs de transcription EFTFs aux stades 12,5 (A) 
et 15 (B). D’après [416]. 
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Deuxième partie 
Etude de la phosphatase alcaline alpl  
I- Introduction  
Dans la première partie de ma thèse, nous avons caractérisé le profil d’expression de la 
phosphatase alcaline non tissue-spécifique au cours du développement du xénope. Son expression au 
niveau de l’œil et du rein de l’embryon a attiré notre attention. Quel est le rôle de la phosphatase 
alcaline au cours du développement de l’œil et du rein ?  
A. Développement de l’œil chez Xenopus laevis 
Comme nous avons vu précédemment, le xénope est un modèle adapté pour étudier les voies de 
signalisation ou protéines impliquées dans la formation de l’œil. L’œil devient fonctionnel à la fin de 
l’organogenèse mais la formation de la rétine et du cristallin débute au cours de la gastrulation.  
1. Spécification de la rétine 
La première étape du développement de l’œil est la spécification de la rétine. Elle permet la mise 
en place du champ présomptif de la rétine par une série d’induction progressive dès la gastrulation 
(figure 75).  
L’expression du gène noggin permet la conversion de l’ectoderme dorsal en plaque neurale au 
stade 10,5. Puis, la spécification de la région antérieure de la plaque neurale en cerveau 
antérieur/mésencéphale a lieu rapidement par induction du gène otx2 [424]. Dès le début de la 
neurulation (stade 12,5), ce dernier va potentialiser l’expression des facteurs de transcription EFTFs 
pour « Eye Field Transcription Factors » dans le champ présomptif de la rétine situé à l’intérieur de la 
région antérieure de la plaque neurale (figure 76). Ce réseau génique est composé des gènes ET (ou 
tbx3), Rx1 (ou Rax), Pax6, Six3, Lhx2, tll et Optx2 (ou Six6). La surexpression de Pax6, Rx1, Six3 ou 
Optx2 est suffisante pour induire la formation d’un œil dans le système nerveux des vertébrés [425-428]. 
A l’inverse, une mutation de PAX6, SIX3 et OPTX2 chez l’humain entraîne des malformations au niveau 
des yeux [429]. Une mutation ciblée ou spontanée des gènes Pax6, Rx1, Lhx2, Six3 et Optx2 chez la 
souris entraine des anomalies oculaires, voire une absence totale d’œil [401, 430-433]. Chez Xenopus 
laevis, l’isolation du champ présomptif de l’œil au stade 12,5 en présence du mésoderme sous-jacent, 
entraîne la formation de deux rétines [434]. Le gène ET est positionné en amont du circuit et induit 
l’expression de Rx1, Lhx2 et tll, qui à leur tour induisent l’expression de Pax6/Lhx2/tll/Optx2, Pax6 et 
Pax6/Six3/Lhx2 respectivement (figure 75) [416]. 
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Figure 77: Illustration schématique du développement du cristallin chez le xénope. (A-G) Les stades de 
développement sont indiqués au-dessus de chaque figure. Les cercles rouges représentent les zones d’expression 
de l’alpl.a, détectée par hybridation in situ. (A) Vue dorsale d’un embryon au stade plaque neurale (côté antérieur 
en haut). L’ectoderme préplacodal (PPE) est indiqué en violet et le champ présomptif du cristallin en points bleus 
(PLE). La plaque neurale est colorée en jaune (NP) et le champ présomptif de la rétine en orange (PR). (B) Section 
transversale d’un embryon stade plaque neurale à travers le PLE et le PR. Le plan de coupe est indiqué en rouge 
dans la figure A. (B-G) Les lignages du cristallin et de la rétine sont indiqués respectivement en bleu et en orange 
et le mésoderme-endoderme est indiqué en vert (ME). (C) Section transversale d’un embryon au stade tube neural. 
Les vésicules optiques (OV) issues  du PR ont rejoint le PLE. (D-F) Gros plans de la formation de la vésicule du 
cristallin. Le PLE en contact avec les OV s’épaissit pour former la placode du cristallin (LP). Elle est entourée de 
coupes optiques (OC) et se sépare de l’ectoderme pour former les vésicules du cristallin (LV). (G) Gros plan du 
cristallin en maturation. LE : épithelium du cristallin ; LF : fibres du cristallin ; NR : rétine neurale. (H) Les facteurs 
d’induction majeurs sont indiqués en rouge sur les flèches en pointillés gris. FGF provenant de la rétine neurale 
est responsable de la formation des fibres secondaires du cristallin  à partir de l’épithélium du cristallin. Les autres 
voies de signalisation sont détaillées dans le texte. Le profil d’expression des gènes pré-placodaux, de spécification 
et de différenciation du cristallin sont indiqués par les flèches rose, verte et bleu respectivement. (I) Analyse de 
l’expression de Pax6 par hybridation in situ sur un embryon de stade plaque neurale (vue dorsale). Le PLE et PR 
sont indiqués. La limite entre la plaque neurale et le PPE est indiquée par les pointillés blancs. D’après [435]. 
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2. Spécification du cristallin 
En parallèle, la spécification du cristallin a lieu dans l’ectoderme préplacodal (PPE), adjacent à la 
plaque neurale antérieure [436]. Cette zone exprime des gènes pré-placodaux (figure 77) grâce à 
l’induction de signaux horizontaux venant de la plaque neurale (via FGF) et verticaux venant de l’endo-
mesoderme antérieur (via anti-BMP et anti-Wnt). Puis, le facteur BMP, issu de l’ectoderme va induire 
l’expression de gènes de spécification du cristallin comme pax6 et six3 (figure 77), entraînant 
l’apparition de la zone potentielle de formation du cristallin ou le champ présomptif du cristallin (PLE). 
3. Différenciation de l’œil 
Le champ présomptif de la rétine subit une expansion bilatérale pour former les vésicules optiques 
(ou retina primordium) qui vont entrer en contact avec le champ présomptif du cristallin (PLE) (figure 
77). La différenciation de la rétine et du cristallin débute alors. Les vésicules optiques vont stimuler la 
différenciation du PLE en placodes du cristallin (via BMP4, Delta2, FGF8) en activant l’expression des 
gènes de différenciation du cristallin comme pitx3 (figure 77). Ces vésicules vont s’invaginer autour 
des placodes du cristallin afin de former les coupes optiques. Ces dernières vont, à leur tour, induire la 
différentiacion des placodes en vésicules du cristallin via le FGF. Pour finir, les coupes optiques vont se 
différencier en deux couches cellulaires : l’épithélium rétinien pigmenté à l’extérieur et la rétine neurale 
à l’intérieur. Les vésicules du cristallin vont, quant à elles, se différencier en fibres primaires et 
secondaires à l’intérieur et en épithélium à l’extérieur.  
4. Rétinogenèse 
Comme nous l’avons vu dans l’introduction, la rétine fonctionnelle est composée de plusieurs 
couches cellulaires différenciées, mais également d’une zone marginale ciliaire constituée de cellules 
en prolifération. Cette zone est le lieu de la rétinogenèse. Elle se déroule dès la différenciation de la 
rétine et tout au long de la vie chez le xénope. Une cascade génétique hiérarchique très complexe, 
correspondant au gradient temporel permet la différenciation des cellules souches en rétinoblastes, puis 
en précurseurs indifférenciés et différenciés (figure 51 et 78). Les nombreux gènes exprimés dans les 
différentes cellules de la rétine sont présentés dans la figure 78.  
Les cellules souches, dans la région la plus périphérique de la rétine expriment uniquement les 
gènes précoces six3, rx1 et pax6. Le gène pax6 contrôle l’état multipotent des cellules souches 
rétiniennes puisque chez un mutant Pax6 conditionnel, seules des cellules amacrines dérivent des  
cellules progénitrices  [377]. Les rétinoblastes expriment également ces gènes mais expriment aussi x-
delta-1, notch-1 esr1, esr3, ash1 et ash3. Les cellules au stade précurseur indifférencié expriment tous 
les gènes précédents, mais également ath-3, ath5, myt1, neuroD et otx2. Les cellules précurseurs post-  
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Figure 78: Reconstruction de la cascade génétique au cours de la rétinogenèse. (A) La zone marginale ciliaire 
(CMZ) est subdivisée en quatre zones, notée 1, 2, 3 et 4, et les cellules de la rétine centrale sont schématisées avec 
différentes formes pour chaque couche. Les régions contenant des cellules en division sont colorées en jaune alors 
que les régions contenant des cellules post-mitotiques sont colorées en orange. GCL : couche de cellules 
ganglionnaires ; IINL : partie intérieure de la couche nucléaire interne ; OINL : partie extérieure de la couche 
nucléaire interne ; PRL : couche des photorécepteurs. (B) L’expression des gènes dans les cellules des quatre zones 
de la CMZ (1, 2, 3 et 4) est présentée. Les cellules de la rétine centrale sont représentées par le même code couleur 
que A. Les gènes qui apparaissent pour la première fois sont en rouge, les gènes qui sont exprimés dans le stade 
précédent sont en noir et les gènes qui ne sont plus exprimés mais qui l’étaient dans le stade précédent sont barrés 
en gris. 1 : cellules souches ; 2 : rétinoblastes ; 3 : progeniteurs indifférenciés et 4 : progeniteurs différenciés. 
D’après [437]. 
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mitotiques expriment exactement les mêmes gènes que les cellules du stade précédent (excepté ash3). 
Ces cellules reçoivent également des signaux des cellules différenciées de la rétine centrale, afin de 
maintenir ou d’induire différentes combinaisons de gènes en fonction du type de couche rétinienne 
auquel elle donne naissance. Ces cellules possèdent également des combinaisons de gènes différentes 
(figure 78). Les voies de signalisation Notch, Wnt, FGF et Hedgehog (Hh) sont actives au niveau de la 
CMZ et sont impliquées, de manière distincte mais interactive, dans la maintenance, la prolifération et 
la différenciation des cellules souches et progénitrices [438]. La voie Hh contrôle la longueur du cycle 
cellulaire, et influencerait la transition des cellules souches en cellules progenitrices [439]. A l’opposé, 
la voie Wnt, provenant des cellules différenciées de la rétine, est impliquée dans la maintenance du pool 
de cellules souches rétiniennes [440]. Ces voies de signalisation agissent sous forme de morphogènes 
produits dans des territoires rétiniens différents et s’inhibent mutuellement  [441].  
 
Figure 79 : Modèle d’interactions entre Wnt et Hedgehog dans la rétine post-mitotique. (A) Schéma 
d’exclusivité mutuelle des domaines d’expression des ligands de Wnt et Hedgehog le long de l’axe 
centre/périphérie de la rétine post-embryonique. (B-D) Illustration des activités des voies Wnt et Hedgehog dans 
la niche neurogénique rétinale et des interactions possibles permettant leur régulation négative mutuelle. Le cas 
physiologique est représenté en B et les expériences d’activation d’Hedgehog et Wnt en C et D respectivement. 
L’impact opposé sur la prolifération des cellules souches et progenitrices est représenté par les changements de la 
population des cellules prolifératives de la CMZ (en gris). D’après [441]. 
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Figure 80: Expression séquentielle des gènes dans le développement du pronephros de Xenopus laevis. Les 
différentes étapes de mis en place du pronéphros sont indiquées en rouge. Les régions en rouge représentent le 
tissu pronephrique. La flèche centrale représente les différents stades embryonnaires. Les gènes indiqués en noir, 
bleu foncé et vert sont ceux exprimés successivement au cours de la formation du rein. D’après [442]. 
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B. Développement du rein chez Xenopus laevis – la néphrogenèse 
Chez le xénope, le rein embryonnaire fonctionnel correspond au pronéphros, constitué d’un seul 
néphron (figure 46). Le rein embryonnaire devient fonctionnel à la fin de l’organogenèse, mais sa mise 
en place débute lors de la gastrulation (figure 80).  
1. Spécification du mésoderme pronephrique 
Le mésoderme pronéphrique présomptif est mis en place au cours de la gastrulation (figure 80). 
Ce tissu va se spécifier dès le début de la neurulation pour former le champ pronéphrique. Cette zone 
est constituée de l’ensemble des cellules mésodermiques intermédiaires co-exprimant les gènes pax8 et 
lhx1 (ou lim1) [443]. Ces deux gènes constituent les marqueurs les plus précoces du champ 
pronéphrique. Les différentes régions pronéphriques sont toutefois spécifiées à des stades différents, soit 
dès le début de la neurulation (stade 12.5) en ce qui concerne les tubules  proximaux et le glomérule, 
soit un peu plus tardivement dans la neurulation (stades 13/14) pour les tubules distaux [444].  
La régionalisation du mésoderme fait intervenir le métabolisme de l’acide rétinoïque (AR), un 
métabolite de la vitamine A [445]. La signalisation de l’AR agirait directement sur la transcription du 
gène lhx1 (ou lim1) et est nécessaire à la spécification du mésoderme pronéphrique [446]. L’inhibition 
de la signalisation du FGF est nécessaire pour une expression normale des gènes pax8 et lhx1 dans le 
champ pronéphrique. Cette inhibition ferait également intervenir la voie de l’acide rétinoïque [447]. Des 
données récentes montrent que l’effet inhibiteur de la voie FGF sur le développement pronéphrique n’est 
pas due à une inhibition directe de la voie de l’acide rétinoique [448]. En fait, ces deux voies 
interagissent au niveau de la protéine mkp3 (mitogen-activated protein kinase phosphatase-3) et ferait 
intervenir la voie de signalisation Erk.  
La formation des somites antérieures est également requise pour la mise en place du pronephros, 
car la spécification du mésoderme pronéphrique serait due à un signal provenant du mésoderme dorsal 
[449, 450] via la signalisation Wnt [451]. 
2. Morphogenèse de l’ébauche pronéphrique  
Au cours de la fermeture du tube neural, le mésoderme latéral se subdivise en deux couches: la 
couche médiane (ou splanchnopleure) et la couche latérale (ou somatopleure) par l’intermédiaire de la 
signalisation Wnt. La première est à l’origine du glomus et la seconde des tubules. Le gène WT1 est 
activé dans la couche médiane et inhiberait l’expression des gènes pax8 et lhx1, impliqués dans la 
formation des tubules [452]. Ces deux couches vont par la suite se scinder pour former la cavité 
coelomique (ou le néphrocœle) qui séparera le glomus des tubules.  
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Figure 81 : Schéma du développement du pronéphros à partir du stade 24 (ébauche du pronéphros) jusqu’à au 
stade 42 où il est totalement différencié. Les couleurs représentent la différenciation progressive des cellules et des 
différents segments du pronephros. D’après [374]. 
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Au stade 20, l’ébauche du pronéphros devient morphologiquement distinguable. Elle constitue un 
léger épaississement de la couche latérale au niveau des somites n°3 à 5. Les cellules de l’ébauche 
pronéphrique se condensent de plus en plus et progressent vers la partie postérieure, jusqu’au stade 27 
(figure 80). La condensation de l’ébauche débute par l’intervention des voies de signalisation Wnt [453] 
et FGF [454]. Puis, l’ectoderme juxtaposé à l’ébauche pronéphrique intervient dans le maintien de 
l’identité rénale par l’intermédiaire de la voie BMP [455].   
La couche latérale de l’ébauche pronéphrique va ensuite se polariser selon l’axe antéro-postérieur 
par l’intervention de la voie de signalisation Notch (Notch-1, Delta-1 et X-Serrate-1). Cette voie 
stimulerait la différenciation des futurs tubules proximaux (région dorsale-antérieure) et inhiberait la 
formation des futurs tubules distaux et du canal (région ventrale-postérieure) [456]. La mise en place du 
pronéphros le long de l’axe medio-latéral est aussi sous la dépendance de la voie de signalisation Notch 
[457]. Cette voie de signalisation, en activant Wnt4, permet la séparation puis le développement des 
futurs glomérule et tubules proximaux.  
3. Différenciation du néphron 
Après cette étape, les tubules vont se recouvrir d’épithélium et les podocytes vont se différencier 
au niveau du glomus.  
A partir du stade 27, le canal ou tubule collecteur débute une différenciation progressive vers la 
partie antérieure. Le gène gremlin est exprimé dans les tubules distaux et le canal et participerait à 
l’inhibition de la signalisation BMP dans ces cellules et à leur différenciation [458]. La transition des 
cellules du pronephros de leur forme mésenchymateuse à un état épithélialisé et polarisé ferait intervenir 
la voie Wnt (Wnt-4 et Xfz8) [459, 460]. Entre les stades 28 et 30, les cellules s’organisent radialement, 
ce qui entraîne l’apparition de la lumière des tubules.  
Les trois néphrostomes se différencient et des cils se forment au niveau de la membrane apicale 
de leurs cellules. Ils deviennent potentiellement fonctionnels à partir du stade 33/34, mais la 
vascularisation du glomus ne se met en place qu’à partir du stade 35/36 par la colonisation de capillaires 
dérivés de l’aorte dorsale via la molécule VEGF [461]. Le glomus et la cavité cœlomique augmentent 
de volume et dans la partie terminale du pronéphros, le tubule collecteur va fusionner avec le diverticule 
rectal et connecte ainsi le pronéphros au milieu extérieur. Le rein devient alors fonctionnel à partir du 
stade 37/38 (figure 81).  
Chez Xenopus laevis, le rein adulte est le mésonéphros (figure 47). Les premières cellules 
mésonéphriques apparaissent dans la région caudale dès le stade 39. Le pronéphros commence à 
dégénérer au stade 53 (métamorphose) en même temps que le mésonephros devient fonctionnel. Au 
stade 64, le pronéphros a complètement disparu [442]. 
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II- Résultats 
Les données expérimentales acquises au cours de la deuxième partie de ma thèse sont présentées 
ici sous forme d’une ébauche  d’article scientifique, suivi de résultats préliminaires et des perspectives. 
L’article débute par la caractérisation in silico des deux homéologues alpl.a et alpl.b. Une étude 
phylogénique et génomique montrent l’orthologie des protéines de Xenopus laevis avec celles des 
mammifères. Puis, nous présentons le profil d’expression d’alpl.a obtenu par hybridation in situ 
montrant la spécificité d’expression de ce gène dans le rein et la rétine de l’embryon de xénope. Enfin, 
des analyses fonctionnelles incluant différents marqueurs rénaux et oculaires montrent que l’alpl est 
impliquée dans le développement de ces deux tissus au cours de l’embryogenèse. Les références de 
l’article sont compilées avec celles de la thèse, mais la numérotation des figures (Figure) est propre à 
l’article. 
Les perspectives regroupent des résultats préliminaires et les expériences envisagées pour 
compléter ce travail et permettre la publication d’un deuxième article scientifique.  
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Introduction 
Alkaline phosphatases (AP) are ecto-enzymes, fixed at the external leaflet of the membrane by a 
phosphatidylinositol glycan (GPI) anchor and are therefore able to phosphorylate substrates located in 
the extracellular space. These enzymes are present in a variety of species, in bacteria, archea, 
invertebrates and vertebrates but not in plants [24]. The intense study of E.coli AP, in particular its 
crystal structure resolution, has brought the first evidences in the catalytic mechanism comprehension 
of this enzyme [462]. Since, crystal structures of other bacterial, shrimp and human AP have been 
obtained, enabling the understanding of the protein properties and residues mutations physiological 
effects [24]. These enzymes are more often homodimeric proteins and each catalytic site contains three 
metal ions (two zinc and one magnesium) that are necessary for catalytic activity [95, 462]. These 
phosphatases display broad substrate specificity towards a wide variety of phosphate compounds and 
different phosphomonoesters. 
Alkaline phosphatases are encoded by a multigene family and are named after the tissue they are 
predominantly expressed. In human, four genes have been identified and can been distinguished into 
two groups based on their expression profile and genome localization [463]. The tissue non-specific 
(TNAP or L/B/K AP) alkaline phosphatase gene (ALPL) is located on chromosome 1 and displays a wide 
expression profile with a higher expression in adult kidney, liver and bone. The other three genes show 
a more restricted expression profile and are clustered on chromosome 2. The ALPP, ALPP2 and ALPI 
encode the tissue specific placental (PLAP), the germ cell (GCAP) and the intestinal (IAP) alkaline 
phosphatases. The AP number and specificity varies between species. In mice, five genes have been 
identified but the human gene molecular characteristics are conserved. The mouse ALPL ortholog gene 
(akp2) is located on the chromosome 4 whereas the mouse ALPI genes (akp3 and akp6) are closely 
located to mouse akp5 gene (related to both human ALPP and ALPP2 genes) and the pseudo-gene akp-
ps. In rats, so far one Alpl gene has been cloned located on chromosome 5 and two genes encoding IAP 
proteins (Alpi and Akp3) and two encoding PLAP (Alpp and Alpp2) have been identified on chromosome 
9 [464].  Therefore, so far, only one gene coding for ALPL per specie has been identified and the 
EAP/GCAP+PLAP encoding genes are only found in mammals.  
The importance of AP in vertebrate physiology has been demonstrated by human 
hypophosphatasia studies. This rare and autosomal heritable disorder characterized by defective bone 
and tooth mineralization results from a deficiency in ALPL, the only human pathology linked to an AP 
deficiency. Six clinical forms are currently recognised based on age at diagnosis and severity of features 
[465]. The most severe forms are the perinatal and infantine hypophosphatasia, which leads in most 
cases in death in utero, postnatal or within the first months after birth. In this disorder, three 
phosphocompounds (phosphoethanolamine (PEA), pyridoxal 5’-phosphate (PLP) and inorganic 
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pyrophosphate (PPi)) accumulate and seem to the natural ALPL substrates. The generation of null mice 
has provided animal models for the infantine or adult form of hypophosphatasia and helped towards the 
understanding of ALPL mechanisms [423, 466, 467]. Although the absence of ALPL is not lethal for 
embryonic development, the mutant mice die from seizures due to the elevated serum PLP levels 
resulting in reduced GABA levels into the brain whereas the skeletal alterations are linked to the 
accumulation of the other ALPL substrate, the mineralization inhibitor PPi [117, 468]. ALPL enzymes 
belong to the large family of ectonucleotidases, key regulators of the purinergic signalling pathway [24, 
35]. By sequentially hydrolysing ATP into adenosine, TNAP activity can inactivate P2 and activate P1 
receptors signalling. Although its implication within this pathway has been proved in vitro, mostly in 
neuronal cells, little is known regarding the physiological ALPL involvement in purinergic signalling 
in vivo [469, 470].  
In mammals, only two AP are expressed during embryogenesis [303]. Although, EAP is 
predominant during preimplantation development, Alpl is the only AP expressed from E7. Alpl 
transcripts are first detected in specific regions of the embryo but at E14, expression is widespread, in 
developing skeletal system, primordial germ cells within the embryonic gonad, intestine, placenta [466]. 
Strong AP activity is also detected in the rodent neuronal tissues, suggesting potential roles during 
neurogenesis [131, 471]. Immunohistochemistry studies confirmed the localization of Alpl in murine 
neurogenic zones, placing this enzyme as a novel marker for subsets progenitors in adult and embryonic 
brain [128]. However, the implication of ALPL enzyme during embryogenesis remains unclear.    
In a recent comparative study of the embryonic expression profile of the adenosine signalling 
pathway members, we reported the identification of Xenopus alpl gene [418]. Here we identify a second 
X.laevis alpl gene that we named alpl.b as opposed to alpl.a, the previous described gene. Protein 
sequence, phylogenetic and synteny analyses confirm their high level of conservation during vertebrate 
evolution. Indeed, alpl.a displays an alkaline phosphatase activity. We analysed the expression profile 
of alpl.a by in situ hybridization and demonstrate its high expression in the pronephric proximal tubules 
and the retina ciliary marginal zone. Alpl.a knockdown leads to the formation of a smaller eye and the 
strong reduction of eye markers at late, but not at early, stages of eye development. Alpl.a depletion also 
induces the formation of smaller kidney or the loss of any pronephric structures, with the proximal and 
intermediate tubules being the most affected segments. These demonstrate that alpl.a is necessary for 
both pronephric and retina development.  
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Figure 1: Schematic representation of the cloning strategy of the alpl.aR391A mutant. The alpl.a-R391A was 
generated through two successive rounds of PCR. The first round of PCR using the following primers couples 
(alpl.aR391AF and T7 primer) and (alpl.aR391AR and Sp6 primer) allowed the amplification of two fragments 
containing the desired mutation indicated with an asterisk (1) and the second round the amplification of full-length 
alpl-R391A sequence using the T7 and Sp6 primers (2). After digestion by EcoRI and XhoI, this final PCR product 
(3) was inserted into the pCS2+ vector (4). 
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Materiel and Methods 
Ethics Statement 
This study was carried out in strict accordance with the recommendations in the Guide for the 
Care and Use of Laboratory Animals of the European Community. The protocol was approved by the 
“Comité d’éthique en experimentation de Bordeaux” Nu33011005-A. 
Bioinformatics 
Genomic X.laevis alpl.b sequence was identified by a BLAST (Basic Local Alignement Search 
Tool) search on the Xenbase website using X.laevis 7.1 Scaffolds. Pairwise alignments were performed 
using the Needle program and multiple alignments using the software ClustalW2 on the EMBL-EBI 
website. The phylogenetic tree was built on the Phylogeny.fr platform. Synteny analyses were performed 
using the Metazome v3.0 and Ensembl. Conceptual translation of nucleotide sequences and protein 
sequence analysis were performed on the ExPaSy website. Splice junctions were verified according to 
the Breathnach and Chambon law [472].  
Alpl.a cloning and Site directed mutagenesis 
Site directed mutagenesis of Xenopus alpl.a or alpl.a-GFP in frame fusion was achieved by PCR using 
the Phusion Taq (New England Biolabs) and the alpl.a-pExpress1 plasmid as template (IMAGE clone: 
7977142) (Figure 1). The 5’UTR and full coding region (minus stop codon) of alpl.a was amplified 
using the forward (5’-CGTGAATTCAGCTTTGTGCCCAAGTGG-3’) and reverse (5’- 
ATACCTCGAGGATAGAAGAGCTGGAGG-3’) primers. The PCR product was inserted into the 
pCS2+-GFP after digestion by EcoRI and XhoI, whose sites are underlined in the primer sequences. The 
alpl.a-R391A was generated through two successive rounds of PCR. The first round of PCR using the 
following primers couples (5‘-TTACACTCATGCCGGAAACCCAA-3’ and T7 primer) and (5’- 
AGATTGGGTTTCCGGCATGAGTGT-3’ and Sp6 primer) allowed the amplification of two 
fragments containing the desired mutation indicated in bold in the primer sequences and the second 
round the amplification of full-length alpl-R391A sequence using the T7 and Sp6 primers. After 
digestion by EcoRI and XhoI, this final PCR product was inserted into the pCS2+ vector. The resulting 
constructs were validated by sequencing.   
 
 
 
189 
 
 
Figure 2: Alpl.a MO1 and MO2 specificity and efficiency. (a) Alignment of the 5’UTR of Xenopus (Xl), mouse 
(Mm) and human (Hs) alpl sequences and position of alpl.a MO1 and MO2 in relation to Xenopus alpl.a cDNA. 
The ATG is indicated in red and the MO sequences are indicated in bold. The asterisks indicate the unconserved 
nucleotides over the MO sequences. Only 13 nucleotides over the whole alpl.a MO2 sequence are conserved in 
Alpl or ALPL cDNA. The sequences over the whole alpl.a MO1 are less conserved, with only 8 and 10 conserved 
bases in human and mouse cDNA respectively. Autoradiography of a 12% SDS PAGE gel of in vitro translated 
35S-Methionine radiolabelled Xenopus (b) and mammal (c) alpl proteins. Translation of Xenopus alpl.a mRNA 
(0.5µg) produced a protein of 57 kDa. Its translation was severely affected by the addition of (0.4µg) of MO1 or 
MO2 but unaffected by the control MO (cMO). Translation of Xenopus alpl.a-GFP and alpl.aR391A mRNAs 
produced a protein at the expected molecular size. Translation of mouse Alpl or human ALPL mRNAs produced a 
protein of 57 kDa. Their translation was unaffected by the addition of (0.4µg) of MO1 or MO2 or MOc. (d) In 
vivo efficacity of the alpl.a MO1. Xenopus embryos were injected with the alpl.a-GFP or GFP mRNAs at one cell 
stage followed by unilateral injections of alpl.a MO1 or control MO (cMO) in presence of LacZ mRNA at 2-cell 
stage. GFP+ fluorescent positive embryos were sorted at stage 16 and stained for β-galactosidase activity. The 
numbers of embryos GFP+ on one side and LacZ+ on the opposite side and the percentage of efficiency of the MO1 
and cMO to inhibit the translation of the different mRNAs are indicated in the table.     
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mRNA synthesis and morpholino oligonucleotides 
Capped mRNAs were synthesized in vitro using mMESSAGE mMACHINE Sp6 and T7 Kits 
(Ambion) from linearized plasmids alpl.a-pExpress-1, alpl.a-GFP-pCS2+, alpl.aR391A-pCS2+, Alpl-
pcDNA3 (Image clone 6807509), ALPL-pCMVScript6 (kind gift of Dr. Millan). Alpl.a MO1 (5’-
GATGGTGAAACTGTGGCTGTTG-3’) and alpl.a MO2 (5’-
AGCTTTGTGCCCAAGTGGAGAGAAC-3’) and random control (cMO) were designed and supplied 
by GeneTools, LLC. The position of the MOs in relation to the alpl.a cDNA is indicated in Figure 2a.  
Embryo culture, microinjections and lineage staining 
Embryos were produced by in vitro fertilisation by standard procedures, dejellied in 2% L-
cysteine hydrochloride ph7.8 and washed several times with 0,1x MMR. Embryos were then cultured 
to the required stage in 0,1xMMR in presence of 10µg/ml of gentamycin. The embryos were staged 
according to Nieuwkoop and Faber, 1994. Xenopus embryos were injected at one cell stage or into one 
blastomere at stage 2-cell for the MO efficiency and for AP activity tests. Targeted microinjections were 
performed into one blastomere at stage 4-cell. The animal dorsal blastomere was injected for targeting 
the eye and the vegetal ventral blastomere for targeting the kidney. Either LacZ or GFP (250 pg) RNA 
was co-injected as lineage tracer. Injected embryos were cultured to various developmental stages, fixed 
in MEMFA and stained for beta-galactosidase activity by Red-Gal or X-Gal staining to identify the 
injected side and correctly targeted embryos.  
In vitro translation of construct mRNA 
mRNA (0,5µg) was translated in vitro in the Rabbit Reticulocyte Lysate System (Promega) 
according to manufacturer’s protocol in presence of 10µCi of 35S-Methionine alone or with MO. 
Translation products were analysed by autoradiography after an overnight exposure of the 12% SDS 
polyacrylamide gel.  
Alkaline phosphatase activity staining  
Embryos fixed in MEMFA were dehydrated in methanol and kept at least overnight at -20°C. 
After rehydration in PBS, embryos were washed into the AP buffer (0,1 M Tris pH9.5, 50 mM MgCl2, 
0,1 M NaCl, 0,1% Tween-20) and incubated with the NBT/BCIP AP substrate (Roche).  
Analysis of molecular marker expression  
Whole-mount immunohistochemistry was performed using monoclonal 12/101, 3G8 and 4A6 
antibodies as previously described [473, 474]. In situ hybridization was carried out using a standard 
protocol [475]. Each probe was labelled with digoxigenin using the DIG RNA labelling kit (Roche) and 
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Table 1: Scoring analysis of alpl.a misexpression (related to figure 7, 8 and 9). (a) Eye phenotypes analysis 
with pax6, rx1 and pitx3 markers. (b) Kidney phenotypes analysis with 3G8/4A6 antibody, and Na+K+-ATPase 
and pax8 markers. (c) Somite phenotypes analysis with 12/101 antibody and Na+K+-ATPase marker. Phenotypes 
were scored and statistical Chi2 test or Fischer test was performed to compare MO1 or MO2 phenotypes with cMO 
ones. Significant difference is indicated in grey 
 
Table 2 (see next page): Scoring analysis of alpl.a misexpression to confirm. (a) Eye phenotype analysis with 
cyclin D1 and c-myc markers (related to Figure 13). (b) Eye phenotypes analysis with pax6 marker. Statistical 
Fisher test was performed to compare MO1 or MO2 phenotypes with cMO ones. (c) Kidney phenotypes analysis 
with pax8 marke (related to Figure 14a). (d) Mesoderm phenotypes analysis with xbra marker (related to Figure 
14b). Statistical Chi2 test was performed to compare MO1 or MO2 phenotypes with cMO ones. Significant 
difference is indicated in grey. 
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the hybridization was visualised using sheep anti-DIG-alkaline phosphatase antibody (Roche) and BM 
purple substrate (Roche). After fixation overnight in Bouin’s fixative, non-specific staining was 
removed by several washes in 70% ethanol/PBS and embryos were bleached following standard 
procedures. 0.33 kb of alpl.a 3’-UTR of the alpl.a-pExpress-1 clone was subcloned by PCR into the 
vector pBlueScripKS; the antisense probe was transcribed in vitro with T3 RNA polymerase and the 
sense with T7 RNA polymerase from this plasmid linearised respectively by BamHI and XhoI. The 
Na+/K+-ATPase, pax8, pax6, rax, pitx3 probes were generated as described previously [403, 457, 476, 
477].    
Embryos embedding, sectioning and histology staining  
Alpl.a stained embryos were either embedded in agarose and vibratome sectioned at 50µm or 
OCT embedded before cryostat sectioning at 18µm. Fixed MO injected embryos were dehydrated, 
xylene washed and embedded in paraffin before microtome sectioning at 12µm. Transverse head 
sections were then hematoxylin-eosin stained following standard protocol. Slides were finally 
dehydrated and after xylene washes mounted. Sections were photographed with a magnification of x40.   
Statistical analysis  
All experiments were repeated several times and pronephric and eye phenotypes were determined 
by comparing the injected and uninjected sides. Only embryos that had normal kidney or eye formation 
on the uninjected side and corrected targeting on the injected side were scored. All raw data and 
statistical analyses are presented in the Table 1 and 2.  
 
Table 2: legend in previous page  
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Table 3: Identity conservation between Xenopus alpl proteins and their vertebrate orthologs. The percentage 
of amino acid identity between proteins was determined by pairwise alignment using ClustalW2 software on the 
EMBL-EBI Internet site. The accession numbers of the different proteins are given in Figure 3. D.r, Danio rerio; 
G.g, Gallus gallus; H.s, Homo sapiens; M.m, Mus musculus; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
 
Figure 3: Identification of Xenopus alpl homeologs by sequence comparison and phylogeny analyses. A. 
Protein sequence alignment of Xenopus alpl enzymes. The X.laevis (Xl), X.tropicalis (Xt) proteins were aligned 
with their human (H) and mouse (M) orthologs using CLUSTALW2 software on the EMBL-EBI Website. 
Residues conserved in all sequences are indicated by a black background. Residues conserved only in the three 
Xenopus sequences are indicated by a dark grey background. Residues conserved only in X.laevis sequences are 
indicated with a light grey background. Residues conserved between either X.laevis alpl.a or alpl.b and at least 
one of the orthologues are indicated by a blue or green background respectively. The crown domain is indicated 
by the grey box. The calcium binding domain is underlined. The active sites are indicated by an asterisk. The 
putative N-glycosylation sites are indicated by a blue bracket. The amino acid R391mutated in this study is 
indicated by the red hash symbol. Spaces in the sequences are indicated by a dash. The size of the proteins (AA 
numbers), complete or incomplete (in bracket) are also given. 
 
Xl alpl.a Xl alpl.b Xt alpl Hs ALPL Mm Alpl Gl Alpl Dr alpl
Xl alpl.a 100
Xl alpl.b 92 100
Xt alpl 91,7 90,4 100
Hs ALPL 71,6 71,8 74,3 100
Mm Alpl 72,1 72,3 73,8 89,9 100
Gl Alpl 71,5 70,3 71,3 74,6 75,1 100
Dr alpl 70,9 70,1 74,3 71,6 70 68,6 100
 
Xlalpl.a    MVKLWLLLLLGTLSESVTFPEQEKNPNYWRRQAQETLMNALQ-LQNLNTNVAKNVIMFLGDGMGVPTVTAARILKGQLAGQPGEETQLEM  
Xlalpl.b    MVKLGVLLLLGTLSETLTFPEQEKNPNYWRRQAQETLRNALQ-LQNLNTNIAKNVIMFLGDGMGVSTVTATRILKGQLSGQPGEETELEM  
Xtalpl      MVKLWVLLLLGTLSESVTFPEQEKDPKYWRRQAQDTLRDALLLLQNLNTNVAKNVIMFLGDGMGVPTVTATRILKGQMAGQPGEETQLEM  
HALPL       MISPFLVLAIGTCLTNSLVPEKEKDPKYWRDQAQETLKYALE-LQKLNTNVAKNVIMFLGDGMGVSTVTAARILKGQLHHNPGEETRLEM 
MAlpl       MISPFLVLAIGTCLTNSFVPEKERDPSYWRQQAQETLKNALK-LQKLNTNVAKNVIMFLGDGMGVSTVTAARILKGQLHHNTGEETRLEM  
 
 
Xlalpl.a    DKFPHVALSKTYNTNAQVPDSAGTATAYLCGVKANEGTVGVNAAAVRNQCNTSKGNEVDSIMKWAKQAGKSVGVVTTTRINHATPSAAYA 
Xlalpl.b    DKFPFVALSKTYNTNAQVPDSAGTATAYLCGVKANEGTVGVNAAAVRGQCNTTKGNEVDSILKWAKQAGKSAGVVTTTRINHATPSAAYA 
Xtalpl      DKFPHVALSKTYNTNAQVPDSAGTATAYLCGVKANEGTVGVNAAAVRGQCNTTRGNEVDSILKWAKQAGKSVGVVTTTRINHATPSAAYA 
HALPL       DKFPFVALSKTYNTNAQVPDSAGTATAYLCGVKANEGTVGVSAATERSRCNTTQGNEVTSILRWAKDAGKSVGIVTTTRVNHATPSAAYA 
MAlpl       DKFPFVALSKTYNTNAQVPDSAGTATAYLCGVKANEGTVGVSAATERTRCNTTQGNEVTSILRWAKDAGKSVGIVTTTRVNHATPSAAYA  
 
Xlalpl.a    HCVNRDWYSDQEMPKEAVEQGCKDIAWQLMNNIPNIEVIMGGGRKYMFPKNTSDVEYPNDDKSSGTRLDGLNLTQIWLDQKPNKKAARYV  
Xlalpl.b    HCVNRDWYSDLEMPKEAVDQGCKDIAWQLMHNVPNIEVIMGGGRKYMFPKNTSDVEYPNDDKSSGTRLDGLNLTQIWLDQKPNKKAARYV  
Xtalpl      HCVNRDWYSDLEMPKEAVEQGCKDIAWQLMHNVPNIEVIMGGGRKYMYPRNTSDVEYPNDDKASGTRLDGLNLTQIWLDQKPNKQAARYV  
HALPL       HSADRDWYSDNEMPPEALSQGCKDIAYQLMHNIRDIDVIMGGGRKYMYPKNKTDVEYESDEKARGTRLDGLDLVDTWKSFKPRYKHSHFI  
MAlpl       HSADRDWYSDNEMPPEALSQGCKDIAYQLMHNIKDIDVIMGGGRKYMYPKNRTDVEYELDEKARGTRLDGLDLISIWKSFKPRHKHSHYV  
 
 
Xlalpl.a    WNREQLLSVNPQEVDHLLGLFEPVDMLYDLERNTTMDPSLSEMVEAAIKILGKNPMGFFLLVEGGRIDHGHHEGKANQALHEAVQMDIAI 
Xlalpl.b    WNREQLLSVKPEAVDHLLGLFEPVDMPYELERNTTMDPSLPEMVEMAIKILGKNPMGFFLLVEGGRIDHGHHEGKAKQALHEAVQMDVAI 
Xtalpl      WNRQQLLSVNPQEVDHLLGLFEPIDMLYELERNTTMDPSLPEMVEMAIKILRKNPEGFFLLVEGGRIDHGHHEGKANQALHEAVQMDIAI 
HALPL       WNRTELLTLDPHNVDYLLGLFEPGDMQYELNRNNVTDPSLSEMVVVAIQILRKNPKGFFLLVEGGRIDHGHHEGKAKQALHEAVEMDRAI 
MAlpl       WNRTELLALDPSRVDYLLGLFEPGDMQYELNRNNLTDPSLSEMVEVALRILTKNLKGFFLLVEGGRIDHGHHEGKAKQALHEAVEMDQAI 
 
 
Xlalpl.a    GVSGNMTSVEDTLTVVTADHSHVFTFGGYTHRGNPIFGLAPVPSDVDQKPFTSILYGNGPGYKLVNGQRENVSTVDFSHPNYLAQSAVPL  
Xlalpl.bb   GVSGNMTSVEDTLTVVTADHSHVFTFGGYTYRGNSIFGLAPAPSDLDLKPFTSILYGNGPGYKLVNGQRENVSSVDFSQSNYLAQSAVPL 
Xtalpl      GLAGSMTSEEDTLTVVTADHSHVFTFGGYTHRGTSIFGLAPAVSDVDQKPFTSILYGNGPGYKLVNGQRENVSTVD 
HALPL       GQAGSLTSSEDTLTVVTADHSHVFTFGGYTPRGNSIFGLAPMLSDTDKKPFTAILYGNGPGYKVVGGERENVSMVDYAHNNYQAQSAVPL 
MAlpl       GKAGAMTSQKDTLTVVTADHSHVFTFGGYTPRGNSIFGLAPMVSDTDKKPFTAILYGNGPGYKVVDGERENVSMVDYAHNNYQAQSAVPL 
 
 
Xlalpl.a    RMETHGGEDVAVFAKGPMAHLLHGVHEQNYIPHVMAYASCIGQNQDHCTSGKGNNGARTSLILVSVLLPLFSLQLFY   526 
Xlalpl.b    RMETHGGEDVAVFAKGPMAHLLHGVHEQNYIPHVMAYASCIGHNQDHCTSSRGNDGARTSLILLSVLLPIFSLQLFY   526 
Xtalpl                          (436) 
HALPL       RHETHGGEDVAVFSKGPMAHLLHGVHEQNYVPHVMAYAACIGANLGHCAPASSAGSLAAGPLLLALALYPLSVLF     524 
MAlpl       RHETHGGEDVAVFAKGPMAHLLHGVHEQNYIPHVMAYASCIGANLDHCAWAGSGSAPSPGALLLPLAVLSLRTLF     524 
 
 
*** * * 
* * 
* * * 
* 
** * 
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Results 
Cloning of the X.laevis alpl.b gene 
We previously reported the identification of X.laevis alpl gene located on scaffold 57316 [418]. A novel 
sequence was identified by BLAST on the genomic X.laevis 7.1 Scaffolds databases (Xenbase website). 
This novel gene, located on scaffold 36295, encodes a 526 amino acids long protein as the previous 
identified alpl gene. These two proteins show 92% of identity with only 38 amino acids difference 
(Figure 3; Table 3). Moreover, both proteins share more than 90% and 71% of identity with the 
X.tropicalis alpl and human ALPL proteins (Table 3). Furthermore, both of these X.laevis sequences 
have similar identity percentage with the mouse, chick and zebrafish alpl identified sequences (Table 
3). These data suggest that this novel gene is the conserved duplicated alpl gene, arisen from the X.laevis 
genome polyploidization event. According to the nomenclature gene guidelines, we tagged these 
homeologs with .a and .b, the suffix .a being allocated to the previous identified sequence [418].  
Synteny and phylogenetic analysis of the alpl family 
As shown in Figure 3a, the three Xenopus protein are highly similar, with only 55 amino acids 
differences. Among them, 21 are amino acids differences between the X.laevis homeologs and their 
X.tropicalis orthologs.  To analyse the conservation of the alpl proteins during vertebrate evolution, a 
phylogenetic tree was constructed using the available full-length sequence of various alpl proteins from 
all classes of jawed vertebrates (Figure 3b). This shows a clear separation between the fish and 
amphibian alpl proteins and alpl enzymes from reptile, aves and mammalia classes with the alpl 
coelacanth more related to its reptiles and mammals than to its fish orthologs.   
The conservation of the alpl genes in the vertebrate lineage was further analysed by gene structure 
analysis (Figure 4a). Xenopus, human, mouse and zebrafish genes have an identical structure, with 11 
exons, although the first one, only composed of untranslated sequences cannot be identified for X.laevis 
alpl.b gene, due to incomplete genome sequencing. The coding region is split into ten exons and the size 
of exons 3 to 10 has been conserved during evolution, except for exon 7 of zebrafish and exon 3 of 
X.tropicalis genes. We confirmed the evolution of the alpl genes in the vertebrate lineage by synteny 
analysis (Figure 4b). As shown in Figure 4b, there is a high level of conservation between human, 
mouse and chick genome regions. We have found indication of a similar synteny for alpl of the zebrafish 
and X.tropicalis, although there is little information about these genomic regions in databases.  
 
 
195 
 
 
(continuation Figure 3) B. Phylogenetic tree of the vertebrate alpl proteins.  A phylogenetic tree was 
constructed on the Phylogeny.fr platform. A cluster algorithm was used to build the tree. Likelihood ratio is 
indicated at each node of the tree. The GenBank and Ensembl accession numbers of ALPL proteins are as follows: 
Xlaevisalpl.a: NP_001080895; Xlaevisalpl.b: (to be submitted); Xtropicalis: XP_002943485; Loculatus: 
ENSLOCT00000004111; Xmaculatus: ENSXMAT00000017743; Tnigroviridis:ENSTNIT000000015366; 
Drerio: XP_005169330; Lchalumnae: XP_005988748; Amississippiensis: XP_006261757; Cpicta : 
XP_005281771 ; Clivia: XP_005514585; Gfortis : XP_005428288; Ggallus: NP_990691; Sharrisii: 
XP_003764958; Mdomestica: XP_007491291; Mmusculus: NP_001274101; Dnovemcinctus: 
ENSDNOT00000009450; Mlucifugus: XP_006094076; Ptroglodytes: XP_003307915; Hsapiens: NP_000469; 
Ocuniculus: XP_008263955; Tmanatus: XP_004377214; Btaurus: NP_789828; Sscrofa: XP_005658515; Oorca: 
XP_004272548; Amississippiensis: Alligator mississipiensis; Btaurus: Bos Taurus; Clivia: Columba livia; Cpicta: 
Chrysemys picta bellii; Dnovemcinctus: Dasypus novemcinctus; Drerio, Danio rerio; Gfortis: Geospiza fortis; 
Ggallus: Gallus gallus; Hsapiens: Homo sapiens; Lchalumnae: Latimeria chalumnae; Loculatus: Lepisosteus 
oculatus; Mdomestica: Monodelphis domestica; Mlucifugus: Myotis lucifugus; Mmusculus: Mus musculus; 
Ocuniculus: Oryctolagus cuniculus; Oorca: Orcinus orca; Ptroglodytes: Pan troglodytes; Sharrisii: Sarcophilus 
harrisii; Sscrofa: Sus scrofa; Tmanatus: Trichechus manatus latirostris; Tnigroviridis: Tetraodon nigroviridis; 
Xlaevis: Xenopus laevis; Xmaculatus: Xiphophorus maculatus Xtropicalis: Xenopus tropicalis. 
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Figure 4: Conservative evolution of the tissue non-specific alkaline phosphatase (ALPL) genes. A. Schematic 
representation of alpl genes from zebrafish (Dr), human (Hs), mouse (Mm), Xenopus laevis (Xl) and Xenopus 
tropicalis (Xt). Coding exons are indicated by a grey background, UTR sequences by an open box and the 
unidentified exons by a dashed box. The exon 10 of X.tropicalis gene is incomplete in its 3’ end. Introns are figures 
by a dashed line. Numbers inside exons correspond to the size in nucleotides of the coding regions. The genes are 
not on scale for simplicity. B. The synteny map for the alpl genes was generated by comparison of human (Hs), 
mouse (Mm), chicken (Gg), zebrafish (Dr) and X.tropicalis (Xt) chromosome regions containing alpl gene. The 
NCBI GeneID of ALPL genes are as follows: ALPL-H.s: 249; Alpl-M.m: 11647; alpl-G.g: 396317; alpl-D.r: 
393982. Each conserved gene is color coded; the unconserved genes are indicated by white boxes. The arrow 
indicates the orientation of the transcription unit on the different chromosome (chr) or scaffolf (sca). D.r, Danio 
rerio; G.g, Gallus gallus; H.s, Homo sapiens; M.m, Mus musculus; X.l, Xenopus laevis; X.t, Xenopus tropicalis. 
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Figure 5. Alkaline phosphatase (AP) activity of alpl proteins. X.laevis embryos injected with 5 ng of alpl.a (a, 
e), alpl.a-GFP (b), Alpl (d), alpl.aR391A (f) and 250 pg of LacZ mRNA or with 250 pg of LacZ mRNA (c) into 
one blastomere at stage 2-cell embryos were fixed at late neurula stages and stained for X-Gal (blue) and for AP 
enzyme (dark purple) activity. The length of the AP activity staining for (e) and (f) was increased to detect any 
potential staining following the mutant mRNA injection. Dorsal region is up. i: injected side; ni: non injected side.  
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X.laevis alpl display alpl enzymatic activity 
The three Xenopus sequences are highly similar to the other vertebrate alpl enzymes and have 
70,1 to 74,3% sequence identity with other vertebrate orthologs (Table 3). Bioinformatics analysis 
shows that, as the human ALPL, Xenopus proteins have one transmembrane domain located at the C 
terminal and one cleavable signal peptide in the N terminal region (1-18). As shown in Figure 3, the 
three Xenopus alpl proteins display the features of the tissue non-specific alkaline phosphatases [478]. 
The active sites and neighboring residues involved in protein function are conserved in all three 
amphibian sequences [478]. The crown domain, which is a characteristic of mammalian alpl is also well 
conserved in Xenopus sequences, with 75,4% of identity between X.laevis alpl.a or alpl.b with human 
or mouse sequences. Among the 65 amino acids forming this domain, 17 are not conserved in X.laevis 
alpl.a whereas the S394 is conserved in X.laevis alpl.b. Interestingly, H451, involved in substrate binding 
is not present in both X.laevis proteins [478]. The six residues (D109, E125, G126, R184, Y187 and Y388) 
forming the ionic pocket, specific to alpl proteins, are conserved in X.laevis and tropicalis sequences 
[478]. Another alpl feature is the calcium-binding site, composed of 76 residues. Sequences analysis 
shows that there is less than 60% of identity between human and amphibian sequences within this 
domain. Although this region is not that well conserved in Xenopus sequences, the residues F290, E291 
and D307 that binds calcium are present in Xenopus alpl proteins [93, 113]. Out of the five putative N-
glycosylation sites (motif=NXS/T/C) identified in human ALPL, three are conserved in the three 
amphibian sequences.  
We further addressed if the Xenopus identified proteins may have alkaline phosphatase (AP) 
activity. Embryos were co-injected with X.laevis alpl.a and LacZ RNA into one blastomere at stage 2-
cell embryo and analysed for AP activity (Figure 5). Strong AP activity staining was observed in the 
injected side identified by the X-Gal staining. No staining was observed following LacZ RNA alone 
injection.  
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Figure 6. Embryonic spatial expression profile of alpl.a gene. Whole mount in situ hybridization with specific 
antisense (a-f, g-k) and sense (g) DIG-labelled RNA probes was performed on embryos from stage 12.5 to 41. 
Dorsal view of embryos at stage 12.5 (a) and at stage 15 (b). Lateral views of embryos at stage 23 (c), at stage 26 
(d), at stage 33/34 (e, g), at stage 37/38 (h) and at stage 41 (i,j). Details of the stained pronephros and retina of a 
stage 41 embryo (j). Transverse vibratome section (f) of the head at stage 33/34 Cryostat section (k) of the 
pronephric region at stage 41. The dotted lines correspond to planes of the transverse sections. For the lateral view, 
dorsal is up and anterior is left. b: blastopore; c: cloaca; e: eye; p: pronephros; pt: proximal tubules; r: retina 
 
Figure7: Alpl.a knockdown induces the formation of a smaller eye. Injection of 20ng of alpl.a MO2 and 250pg 
of LacZ mRNA were injected dorsally into the animal pole of 4-cell stage embryos. After culture to stage 41, 
embryos were fixed and photographed (A). Dorsal view and lateral views of the eyes on the injected (i) and non-
injected (ni) sides. The midline of the embryo is represented by the dashed line. The morphology of the eye was 
then analysed by eosin and hematoxylin staining on head paraffin sections (B). CMZ: ciliary marginal zone; GCL: 
ganglion cell layer; inl: inner cell layer; L: lens; onl: outer cell layer; rpe: retinal pigmented epithelium.  
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Spatial expression profile of X.laevis alpl.a  
X.laevis alpl.a zygotic expression was detectable during Xenopus development by RT-PCR with 
higher level in eye and kidney [418]. We further analysed its expression profile by in situ hybridizsation 
(Figure 6). Alpl.a expression is detected at stage 12.5 in the mesoderm around the blastopore and weakly 
in the neural plate. This weak neural expression is still observed at stage 15. The expression around the 
blastopore and cloaca remains during the organogenesis phase until stage 37/38. Expression in the eye 
is seen from stage 23 until stage 41. This expression becomes intensified at stage 33/34 and is restricted 
in the retina. The expression level in the eye decreases from stage 37/38 but sectioning shows that 
expression of alpl.a is limited to the ciliary marginal zone of the retina. Transcripts are also observed in 
the pronephric region at stage 33/34. Kidney alpl.a expression level increases until stage 41 at which 
stage alpl.a is intensively expressed in the proximal tubules. Sectioning of a stained embryo at stage 41 
confirms the pronephric tubule expression. No expression was detected with the sense probe.  
Specificity and efficiency of the alpl.a MOs 
To determine whether alpl.a is required for normal pronephros and eye development, we 
generated two morpholino oligonucleotides (MOs) (Figure 2a). Before their use in vivo, we addressed 
their specificity and efficiency by in vitro and in vivo approaches (Figure 2b-d). In vitro translation 
assay showed that both MO1 and MO2 morpholino, and not control MO, inhibited alpl.a translation 
efficiently. In a separate set of experiments, we demonstrated that neither the translation of human nor 
mouse mRNAs were inhibited in the presence of MO1 or MO2. We further tested the efficacy of alpl.a 
MO in vivo. The alpl.a-GFP-pCS2+ plasmid was generated by sub-cloning the alpl.a 5’ UTR (target of 
the MO2) and ORF in frame with the GFP tag.  X.laevis embryos were first injected at one-cell stage 
with the alpl.a-GFP or GFP mRNA and then into one blastomere at two-cell stage with alpl.a MO1 or 
cMO in presence of LacZ mRNA. As seen in Figure 2d, the alpl.a-GFP fluorescence is only detected 
on one side, opposite to the MO1 injection side, in the majority of the embryos whereas no such 
extinction of fluorescence can be detected following cMO injection. GFP fluorescence was not 
significantly altered following alpl.a MO1 injection. These data demonstrate that both alpl.a MOs can 
be used in loss of function experiments.  
Alpl.a knockdown alters eye formation 
To determine if alpl.a was involved in eye formation, embryos were injected with 5, 10 or 20 ng 
of alpl.a MO1 or MO2 was injected dorsally at stage 4-cell into the animal pole in order to target the 
eye tissue. Stronger eyes phenotypes (in 82% of the analysed embryos, n=28) were observed with the 
dose of 20 ng of MOs with no obvious other morphological abnormalities (Figure 7). Knockdown of 
alpl.a resulted in the formation of smaller eye on the MO2 injected side associated with retina defects  
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Figure 8: Alpl.a MO injection alters eye development. Embryos were targeted dorsally in the animal pole with 
20 ng of cMO (A) or alpl.a MO1 (B), MO2 (C) and 250pg of LacZ mRNA at 4-cell stages and analysed by in situ 
hybridization with the following eye probes: pax6 (a) at stage 37/38, rax (b) and pitx3 (c) at stage 35/36. Scoring 
of the stained embryos following cMO, alpl.a MO1 or MO2 (D). The histogram represents the percentage of 
scored embryos (n) displaying or not an alteration in the markers expression domain. The asterisks represent the 
significance level of the results. i: injected side; ni: non-injected side.  
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as visualised by the retinal pigmented epithelium (RPE) malformations (n=6). However, the affected 
eye exhibited a normal cellular organization as all the retinal cell layers could be identified (Figure 7a). 
In the most severe cases (n=3), complete disorganization and lack of the retina cell layers could be 
observed, whereas the lens was always present (Figure 7b).  
To further investigate this phenotype, embryos injected with alpl.a MOs were examined by whole 
mount in situ hybridization using eye specific markers: pax6 and rax (rx1) which marks the entire retina 
and pitx3 the anterior lens epithelium (Figure 8 and Table 1a). Injection of MO1 or MO2 resulted in 
reduction of pax6 staining (in 63% and 58% of the analysed embryos n=81 and n=84, respectively). In 
rare cases (3.5% of the injected embryos), no pax6 staining could be observed following alpl.a MO2 
injection. Rax staining was also affected following alpl.a knockdown. More than 50% of the injected 
embryos (n=52) showed rax reduced expression after MO1 injection whereas this phenotype was 
observed in 30% of the injected embryos (n=39) after MO2 injection. A similar percentage of embryos 
showed abnormal stained expression domain, more extended along the anterio-posterior axis. The 
expression of pitx3 was also severely affected following alpl.a MOs injection. Strong reduction and 
absence of staining was observed in 75% and 11% of the injected embryos (n=36) after MO2 injection. 
MO1 injection resulted in pitx3 reduced expression at similar frequency (in 64% of injected embryos, 
n=44) although no absence of staining was observed in any analysed embryos. Statistical analysis 
confirmed there are significant differences in pax6, rax and pitx3 expression between MO2 and cMO 
injected embryos. These data demonstrate that normal level of alpl.a is required for normal eye 
development.   
Alpl.a knockdown results in formation of smaller pronephros.  
To address the potential functions of alpl.a during kidney formation, Xenopus embryos were 
injected with 20ng of MO1, MO2 and cMO in the ventral vegetal blastomere at 4-cell stage, cultured 
until stage 41 and analysed by immunohistochemistry with the 3G8 and 4A6 antibodies (Figure 9a and 
Table 1b). The 3G8 antibody marks the proximal tubules and the 4A6 the intermediate, distal and 
collecting tubules. Injection of both alpl.a MO resulted in reduction of expression of 3G8 in 48% and 
69% of the analysed embryos (n=48 and 68 respectively).  No staining was also observed in 2% of the 
MO1 and 9% of the MO2 injected embryos. The expression of 4A6 was also altered, although the 
intermediate tubules are the most affected segment, with 44% and 34% of the MO2 injected embryos 
showing reduced or absent staining respectively. Absence of 4A6 staining was nonetheless the major 
MO1 and MO2 distal and collecting tubules phenotypes.   
To investigate pronephric alpl.a role in more details, alpl.a MO1 and 2 injected embryos were 
examined for Na+K+-ATPase expression at stage 35/36 (Figure 9b and Table 1b). Strong reduction of 
staining in the proximal and intermediate tubules was observed following both alpl.a MO injection, 
although more MO1 injected embryos displayed this phenotype. However, MO2 injection resulted in  
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Figure 9: MO knockdown of alpl.a alters kidney formation. Embryos were injected with 20 ng of cMO (A) or 
alpl.a MO1 (B), MO2 (C) and 250pg of LacZ mRNA into the ventral vegetal blastomere at 4-cell stages and 
analysed by immunohistochemistry with the 3G8 and 4A6 antibodies (a) at stage 41 and in situ hybridization with 
the following probes: Na+K+-ATPase (b) at stage 37/38 and pax8 (c) at stage 27/28.  Scoring of the stained 
embryos following cMO, alpl.a MO1 or MO2 (D). The histogram represents the percentage of scored embryos (n) 
displaying or not an alteration in the markers expression domain. The asterisks represent the significance level of 
the results. i: injected side; ni: non-injected side. CT: collecting tubules; DT: distal tubules; IT: intermediate 
tubules; PT: proximal tubules.  
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the absence of Na+K+-ATPase staining in all pronephric tubules at a similar frequency (in 27,4%, 
33,9% and 25,8% of the analysed embryos respectively, n=62), whereas only the most distal segments 
of 4% of the analysed embryos (n=28) showed no staining. However, 42,8 % of the MO1 injected 
embryos showed thinner distal and collecting tubules.  
The expression of the early marker pax8 of pronephric development was also affected in stage 
27/28 alpl.a depleted embryos (Figure 9c and Table 1b). Although no staining was observed after MO1 
and MO2 injection, the major phenotype observed was thicker, bigger tubules.   
Taken together, these data demonstrate that alpl.a is necessary for normal pronephric 
development. The proximal and intermediate tubules formation was more severely affected by alpl.a 
knockdown, which is in agreement with alpl.a pronephric expression profile.  
Alpl.a knockdown alters somite segmentation.  
During the course of this analysis, defects in somites were observed. To confirm if alpl.a depletion 
altered somites formation, 3G8/4A6 stained embryos were analysed at stage 41 by 
immunohistochemistry with the 12/101 antibody, which marks the differentiated muscle cells (Figure 
10a and Table 1c). 84,5% of the alpl.a MO2 injected embryos (n=58) displayed somitic defects, with 
alteration of their segmented pattern. A similar phenotype was observed following MO1 injection, but 
at a lower frequency (44,7%, n=49). As the Na+K+-ATPase marker is also expressed in the developing 
somites [479], scoring of Na+K+-ATPase stained embryos confirmed the somitic disorganisation 
observed after alpl.a MO2 injection (Figure10b and Table 1c). However, no significant difference can 
be observed between alpl.a MO1 and cMO injected embryos.  Moreover, positive muscle cells were 
stained with these two markers. These data demonstrate that alpl.a MO2 knockdown disrupts somite 
segmentation but not muscle cell differentiation.  
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Figure 10: Alpl.a depletion disrupts somite formation. Embryos were injected with 20 ng of cMO (A) or alpl.a 
MO2 (B) and 250pg of LacZ mRNA into the ventral vegetal blastomere at 4-cell stages and analysed by 
immunohistochemistry with the 121/101 antibody (a) at stage 41 and in situ hybridization with the Na+K+-ATPase 
(b) at stage 35/36 probe. Scoring of the stained embryos following cMO, alpl.a MO1 or MO2 (C). The histogram 
represents the percentage of scored embryos (n) displaying or not somites defects. i: injected side; ni: non-injected 
side.   
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alpl.a             1 TAATGAGACCAAGCGCAACAGAAAT-GAACTACCTCCACTCACACAAATC     49 
                     |||.|.||||||||.|||.|.|||| .||||||                | 
alpl.b             1 TAAAGGGACCAAGCACAATAAAAATAAAACTAC----------------C     34 
 
alpl.a             50 CTG-TCGTCCCTGATGGACAATGGACT-----------------------     75 
                      ||| .||||||||||.||.|||.|.||                        
alpl.b             35 CTGCCCGTCCCTGATAGAGAATCGTCTCCCCTATTTATATGAGGGCACTA     84 
 
alpl.a             76 --------CATCCCAGAACCGAGG--------------------------     91 
                              |||.|||...|.||||                           
alpl.b             85 CCCCCCAACATTCCATTTCAGAGGTTATTTACTTTGTTATTATGTGATAC    134 
 
alpl.a             92 -GGGTTG---CACTGAACGGGGGGCTAAGGTGC------AGACCCCAATG    131 
                       |||..|   ||.||   ||||||.|   |.||      |||         
alpl.b             135 AGGGGAGCCCCAGTG---GGGGGGGT---GGGCAATTATAGA--------    170 
 
alpl.a             132 CTCCTTTATTAATTCAT-------GGTGTACCCTGCTTGTCTCCCCTCCA    174 
                           |||.|||.||.||       ||||.|                     
alpl.b             171 ----TTTTTTATTTGATTAAAGGGGGTGCA--------------------    196 
 
alpl.a             175 GTACATCACCCCCT--CTGCCCTGCACCCCATTTCCCCCAGCACCCCTCC    222 
                         |.|..|||.|||  |||           ||                 . 
alpl.b             197 --AAAGGACCTCCTAACTG-----------AT-----------------A    216 
 
alpl.a             223 CCTTGTA-CATATCCCAGTGGT----------CTCG---GTGCTGAAGCC    258 
                       |.|||.| .|||    ||.|||          .|||   |.||..||||| 
alpl.b             217 CATTGAATTATA----AGGGGTGACCAGACACATCGATAGGGCAAAAGCC    262 
 
alpl.a             259 -CCA-CATTCCTAAAAT----------------GTTTGGCCATTT-----    285 
                        ||| .|||..|||.||                |||||  |||||      
alpl.b             263 ACCAGAATTGATAAGATGTGAGAGAAAAAAAGAGTTTG--CATTTCCACT    310 
 
alpl.a             286 -AATAAACATC------------TCCAG-------------CCCCACAG-    308 
                        |.||||| ||            .||||             ||.|||||  
alpl.b             311 AACTAAAC-TCATGAATTCATTGGCCAGACTGGAGAAGGACCCGCACAGC    359 
 
alpl.a             309 -GCC---CAGATCCCAGGA--------GGAATTTCGCAGG----------    336 
                        |||   |||.||   .||        |.|||.||.|.|.           
alpl.b             360 AGCCAATCAGCTC---TGATCTTTTTTGTAATGTCACTGAAATAAACCTC    406 
 
alpl.a             337 ---------    336 
                               
alpl.b             407 TCCCTGTCC    415 
 
Figure 11: Alignment of the 3’UTR sequences of the alpl.a and alpl.b cDNAs. The stop codon is indicated in 
red. The sequence of the in situ hybridization probe is indicated in bold. The dots indicated the mis-pairs and the 
bars the conserved nucleotides.  
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B. Perspectives: Results to be generated to complete this publication 
 
Alpl.b expression profile  
The presence of this second alpl gene was only recently discovered, after the design of both the 
primers and in situ hybridization probe for alpl.a. We therefore checked if these molecular tools were 
alpl.a gene specific.  
The alpl.a in situ hybridization probe is located in the 3’UTR sequence. The alignment of the 
3’UTR sequence of alpl.a and alpl.b shows a weak percentage of identity (less than 38%) between these 
two sequences, suggesting that this probe is specific to alpl.a mRNA (Figure 11).   
The forward primer used in our previous work [418] is located in the 5’UTR of alpl.a whereas 
the reverse primer is located in the coding sequence of alpl.a and can bind to alpl.b mRNA. However, 
we were not able to verify the specificity of the forward primer as no 5’UTR sequence is yet available 
for alpl.b mRNA. Nonetheless, based of the poor conservation of the 3’UTR region, we can make the 
hypothesis that the 5’UTR sequences are poorly conserved and that our forward primer may be specific 
of alpl.a.  
The first remaining result to generate is the embryonic expression profile of alpl.b. For this semi-
quantitative RT-PCR will be performed with specific primers for both alpl.a and alpl.b. These primers 
will be designed based on two criteria: 1) each primer couple amplify only its target and not the 
homeolog and 2) each couple spans two exons, to prevent any genomic DNA amplification 
contamination. Depending of the RT-PCR results, in situ hybridization will be performed using a 
specific probe located in the 3’UTR of alpl.b mRNA. As no IMAGE clone is available for this cDNA, 
this probe will be directly cloned by PCR using X.laevis embryo or adult cDNAs. The source of the 
cDNA to use will be identified by the RT-PCR results.  
It has been demonstrated that homeologs display distinct expression profile [318, 403].  We can 
therefore hypothesize that alpl.a and alpl.b may be expressed in different tissues, and that these 
duplicated genes may have been retained through a process of subfunctionalization.  
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Figure 12: Alignment of the 5’UTR of X.laevis alpl.a and alpl.b sequences and position of alpl MO1 and MO2 
in relation to Xenopus alpl.a cDNA. The ATG is indicated in red and the MO sequences are indicated in bold. 
The asterisks indicate the unconserved nucleotides over the MO sequences. 
 
 
 
 
 
 
Figure 13: Alpl.a MO knockdown alters the expression of ciliary marginal zone markers. Embryos were 
targeted dorsally in the animal pole with 20 ng of cMO (A) or alpl.a MO1 (B), MO2 (C) and 250pg of LacZ mRNA 
at 4-cell stages and analysed at stage 41 by in situ hybridization with the following eye probes: cyclin D1 (a) and 
c-myc (b). Scoring of the stained embryos following cMO, alpl.a MO1 or MO2 (D). The histogram represents the 
percentage of scored embryos (n) displaying or not an alteration in the markers expression domain. i: injected side; 
ni: non-injected side.   
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Specificity of the alpl.a MOs and alpl.b mRNA 
We aligned the ATG overlapping region of alpl.a with alpl.b to check the specificity of the alpl.a 
MOs (Figure 12). There are 3 mis-pairs between the sequences of MO1 and alpl.b mRNA and 6 between 
MO2 and alpl.b sequences.  
From Genetools website, a five mis-pairs MO can act as a control MO and not bind to the target 
mRNA sequence. However, these five mis-pairs need to be along the length of the MO and the majority 
of the mis-pairing is Cs and/or Gs. We have previously shown that four mis-pairs do not prevent the 
fixation of a MO to a homoelog mRNA (cf enpp4 paper, Supplementary Figure 6). Therefore, we can 
speculate that the MO1 would bind to the alpl.b mRNA. However, it is not possible to predict the binding 
of MO2. 
Depending of the expression profile of alpl.b, we will therefore need to address the binding of 
these MOs to alpl.b mRNA by performing a similar experiment that the one presented in Figure 2b and 
2c.  
Alpl.a knockdown effects on eye formation 
The MO knockdown experiments demonstrated that alpl.a is involved during eye formation. As 
alpl.a is highly expressed in the ciliary marginal zone, we analysed stage 41 alpl.a MO injected embryos 
with cyclin D1 and cmyc, two markers of this retina stem cells and progenitors enriched zone (Figure 
13 and Table 2a).  
Although eye sectioning of these injected embryos has not yet been done, this preliminary 
experiment clearly confirmed the implication of alpl.a during retina formation. The cyclin D1 expression 
is severely affected, as only 14% of the injected embryo displayed no alteration in cyclin D1 expression 
domain following MO2 injection. Reduction and absence of staining was observed in 21% and 14% of 
the MO2 injected embryos whereas 50% of the injected embryos showed a deformed cyclin D1 
expression domain, e.g. not the “circle” around the lens, corresponding to the CMZ layer (Figure 13aC). 
MO1 injection also affected its expression although the major phenotypes observed were a deformed or 
enlarged expression domain, as shown on the Figure 13aB. The expression of c-myc was also affected, 
and similar phenotypes were observed following MO1 and MO2 injection. As observed previously, the 
MO2 injection induced a more severe phenotype than the MO1 one, with 16% of the MO2 embryos 
(n=19) versus 5% of the MO1 injected MO (n=43) showing no c-myc staining. Reduction of the 
expression domain was also induced in a large proportion of embryos by MO2 injection (in 31,5% of 
the embryos) as seen in Figure 13bC. Deformed or enlarged (thicker) expression domain was also 
observed in 30% and 5% of the MO1 injected embryos (Figure 13bB). These preliminary data suggest 
that alpl.a is necessary for normal retina and in particular CMZ development.  
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Figure 14: Alpl.a MO knockdown alters the expression of early kidney pax8 markers, but not mesodermal 
xbra marker. Embryos were targeted one cell with 20 ng alpl.a MO2 and 250pg of LacZ mRNA at 2-cell stages 
and analysed at stage 10,5 by in situ hybridization with the mesodermic probes: xbra. Vegetative view. (a). 
Embryos were targeted ventrally in the vegetal pole with 20 ng alpl.a MO2 and 250pg of LacZ mRNA at 4-cell 
stages and analysed at stage 13 by in situ hybridization with the early pronephros probes: pax8 (b). i: injected side; 
ni: non-injected side.   
 
 
 
 
 
 
 
212 
 
To further analyse the roles of alpl.a during eye formation, MO1 injected embryos were examined 
at earlier stages by in situ hybridization using pax6 probe (Table 2b). Although 34,1% and 51,1% of 
the MO1 injected embryos showed a reduction in pax6 expression domain at stages 16 and 23 
respectively, no significant statistical differences were observed between alpl.a MO1 and cMO injected 
embryos. However, less than 20 cMO injected embryos were analysed and 18,8% and 31,6% of the 
analysed embryos showed a similar phenotype at stage 16 and 23 respectively. This preliminary 
experiment needs to be repeated but suggest that alpl.a might not be involved during early stage of eye 
development.  
Alpl.a knockdown effects on kidney formation 
In order to clarify at which stage of pronephric development alpl.a is involved , alpl.a MO injected 
embryos were examined for pax8 expression at stage 13 (Figure 14a and Table 2c). Although no alpl.a 
expression is detected at this stage, our RT-PCR experiments showed high level of alpl.a expression in 
the mesodermic tissues during gastrula stages [418].  Although this experiment was carried out only 
once, a reduction and absence of pax8 staining was observed in 14% and 70% alpl.a MO2 injected 
embryos respectively (n=16).   
As alpl.a MO2 depletion severely altered somite and kidney formation, two mesoderm 
derivatives, we addressed the potential function of alpl.a during mesoderm formation by examining the 
expression of the pan marker xbra in MO2 gastrula (Figure 14b and Table 2d). Its expression profile 
was normal in 81% of the injected embryos and we were unable to find any significant statistical 
difference between alpl.a MO2 (n=41) and cMO (n=47) injected embryos. This data shows that alpl.a 
knockdown has no effects on mesoderm induction and that the kidney phenotypes are not due to general 
mesoderm defects.  
Our data shows that alpl.a is involved during pronephric development, especially in proximal and 
intermediate tubules formation. To further address alpl.a functions during kidney formation in more 
detail, the expression of other tubules markers in alpl.a MO injected embryos will be examined: the 
proximal tubules marker slc5a1, the intermediate and distal marker slc12a and the intermediate, distal 
and collecting tubules marker clcnkb.  
Alpl.a MO rescue experiments 
To confirm the specificity of the knockdown of alpl.a expression on pronephric and eye 
development, it is necessary to perform rescue experiments. We decided to use mouse or human ALPL 
mRNAs as the whole alpl.a MO1 and MO2 sequences are poorly conserved between the amphibian and 
mammal species (Figure 2a). Eucaryotic expression clones for human and mouse cDNAs were obtained  
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and used directly to generate synthetic Alpl or ALPL mRNAs and proteins. As shown in Figure 2c, 
neither alpl.a MO1 nor MO2 can alter their translation. We further tested these clones by performing an 
AP activity staining, as described in the methods section. However, AP activity staining was only 
observed following mouse Alpl mRNA injection (Figure 5d, and data not shown). These data shows 
that the rescue experiments can be carried out using mouse Alpl mRNA and not human ALPL mRNA. 
Mutant alpl.a over-expression studies 
In mammals, the loss of Alpl enzymatic activity induces seizures and hypophosphatasia due to 
the accumulation of Alpl substrates PPi and PLP [117, 468]. However, it has been shown that ALPL 
can interact with extracellular matrix proteins such as collagens or with cellular prion protein [123, 480]. 
To assess the implications of the enzymatic activity of alpl.a in pronephric and eye development, we 
generated a construct containing a point mutation in the crown domain, as described in the methods 
section and in Figure 1.  
This mutation R391A results in a loss of human enzyme function [98]. We checked if this mutant 
protein was inactive by performing the in vivo AP activity-staining test (Figure 5f). No AP staining 
could be observed following alpl.a-R391A mRNA injection, despite the increased time of the staining 
reaction (compare the panel e to a). As the TNAP proteins act as homodimers and can not act as 
heterodimers with other alkaline phosphatases, this construct will be used as a dominant negative [94]. 
Indeed, the over-expression of this enzymatic inactive protein may bind to the endogenous alpl.a 
protein and this alpl.a-R391/alpl.a dimer might become inactive as the exogenous alpl.a-R391 
homodimers. 
We could also use mutant inactive proteins in rescue experiments. Indeed, if an inactive alpl.a 
protein is able to rescue the alpl.a MO phenotypes, this will demonstrate that the enzymatic activity of 
alpl.a is not necessary for kidney and eye development. To do so, we will need to generate other 
constructs, which do not contain the MO binding sequences.  
Identification of the signalling pathway involved: the adenosine signalling pathway?  
A key result is to identify which substrate(s) is (are) hydrolysed by alpl.a alkaline phosphatases 
and/or which signalling molecule is generated by this enzyme which could be involved in the pronephric 
and eye formation. The ALPL enzymes display broad substrate specificity and therefore are involved in 
several signalling pathways [95]. One of this pathway already known for its importance in kidney 
physiology is the purinergic signalling pathway and in particular the adenosine signalling pathway [225, 
226]. We therefore hypothesized that the observed phenotypes are caused by the alteration of 
extracellular ATP/ADP/adenosine concentrations, leading to a reduction of P1 signalling and/or  
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increase of P2 signalling. As an initial attempt towards the identification of the substrates and generated 
products, Xenopus stage 5 oocyte nuclei were directly injected with alpl.aR391A-pCS2+ plasmid. After 
48 hours, 20 over-expressing oocytes or control oocytes were washed into Ringer’s buffer and then 
incubated with 200µL of a mix of nucleotide triphosphates (ATP, CTP, GTP and UTP (0,45nM each)) 
or monophosphate (AMP, CMP, GMP, IMP and UMP (0,45nM each)) in HEPES 10mM, NaCl 115mM, 
KCl 2,5mM and MgCl2 1mM. 10µl of supernatant were snap frozen on dry ice at time t = 0, 1, 3, 5 or 
10 min and stored. Nucleotides and nucleosides were separated and quantified by reverse phase HPLC. 
No differences can be observed between the alpl.a over-expressing and control oocytes.  
The identification of alpl.a enzymatic activity will now be addressed in vitro by over-expressing 
the alpl.a protein into a cell line. Stable CHO transfected cells will be used and alpl.a enzymatic 
characteristics studied as described previously ([403] and see above).   
MO alpl.a rescue experiments will be then carried out by either bathing the alpl.a MO embryos 
into a medium containing the identified product(s) of the enzyme or by directly injecting this (these) 
product (s) into the alpl.a MO embryo. As several products may be identified, this rescue experiment 
will allow discriminating which one is involved in the alpl.a MO eye and kidney phenotypes.   
 
alpl.b functions?  
Another aspect of this work will be to address the physiological relevance of the maintenance of 
the alpl homeologs. The comparison of the embryonic expression profile of both alpl.a and alpl.b may 
provide some answers. As alpl.a and alpl.b proteins display 92% of identity, we can expect alpl.b to be 
an alkaline phosphatase. We could easily test this enzymatic activity but we will first need to clone the 
full length of alpl.b coding region, which is not yet available in X.laevis clone databases. We could also 
perform alpl.a MO rescue experiments with the injection of alpl.b mRNA. This again would require the 
cloning of alpl.b cDNA.   
In case of co-expression of alpl.b and alpl.a in the same pronephric segment or eye region, we 
could address the potential redundancy of these proteins. Specific alpl.b and/or alpl.a MOs may be 
generated. Single or double targeted MOs injections will be performed and pronephric or eye phenotypes 
compared. In case of redundancy, we expect to observe worsened phenotypes with combined alpl.a and 
alpl.b MOs injection.   
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C. Conclusion et discussion 
 
1. L’alcaline phosphatase tissu-non specifique présente un profil 
embryonnaire d’expression tissu spécifique.  
Alors que l’expression embryonnaire de l’alpl.a apparaissait ubiquitaire par RT-PCR, avec 
toutefois des différences de niveaux d’expression tissulaires à des stades tardifs, (fig 4 - [418]), son 
expression embryonnaire est en fait très spécifique, détectée principalement au niveau de la rétine et du 
rein par hybridation in situ. Cette différence est certainement due à la différence de sensibilité des deux 
techniques. Cette expression embryonnaire tissu-spécifique n’est toutefois pas retrouvée chez d’autres 
vertébrés. Chez le poisson zébre, l’expression de l’alpl a également été étudiée par RT-PCR [118] et par 
hybridation in situ [481]. Ce gène est exprimé de manière ubiquitaire, mais ces études ont été effectuées 
que sur des stades larvaires, et non embryonnaires. Chez la souris, le profil d’expression d’akp2 (gène 
murin orthologue de l’alpl) observé par hybridation in situ dans l’embryon en fin d’organogenèse est 
plutôt ubiquitaire avec une forte expression dans le squelette du tronc et le cartilage des membres et de 
la tête. Cependant, aucune expression n’est reportée dans le rein, et l’œil ne semble que faiblement 
marqué [302]. De plus, l’activité spécifique de cet enzyme est détectée par histochimie de manière quasi-
ubiquitaire dans un embryon de souris au même stade, en accord avec la détection des transcrits par RT-
PCR [131]. Cette différence de profil d’expression embryonnaire entre la souris et le xénope peut 
s’expliquer par le fait qu’il existe deux gènes homéologues alpl chez Xenopus laevis. En effet, 
l’expression du gène alpl.b est encore inconnue et pourrait compléter l’expression détectée chez la 
souris. De plus, chez les mammifères, l’expression du gène alpl est sous la dépendance de deux 
promoteurs différents, conduisant à des profils d’expression distincts des deux transcrits [131]. On peut 
émettre l’hypothèse que l’utilisation de promoteurs alternatifs peut « reproduire »  l’existence de deux 
ARN alpl chez X.laevis.   
2. Rôle de l’alpl.a dans la formation de l’oeil 
Nous avons pu voir que l’expression de l’alpl.a est détectée dans la plaque neurale dès la fin de 
la gastrulation et dans les tissus oculaires dès la fin de la neurulation. Comme son orthologue de 
X.tropicalis [381], alpl.a se retrouve exprimée dans la zone marginale ciliaire de la rétine en fin 
d’organogénèse. De plus, nos travaux montrent que cette ectonucléotidase est impliquée dans le 
développement de l’œil. En effet, une réduction de l’expression de cette enzyme, entraîne une réduction 
de la taille de l’œil et également une perturbation de l’expression des marqueurs de la rétine pax6 et rax 
à des stades tardifs.  
Compte tenu de l’expression de l’alpl.a dans la zone marginale ciliaire, ces phénotypes oculaires 
peuvent s’expliquer par une altération des cellules souches ou progénitrices et donc de la différenciation  
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et/ou de la prolifération cellulaire. En effet, l’expression des marqueurs de la zone marginale ciliaire 
(cyclin D1 et c-myc) semble être affectée par une inhibition de l’expression d’alpl.a. Cependant, dans la 
plupart des cas, la rétine semble contenir toutes les couches cellulaires qui la composent, bien que plus 
ou moins désorganisées et d’épaisseur réduite. Ce résultat ne semble pas indiquer un problème de 
différenciation cellulaire. Afin d’être certain de l’identité de chaque couche cellulaire observée, nous 
allons effectuer différents marquages immunologiques spécifiques à chacune, à partir de coupes 
histologiques de l’œil [482]. Pour vérifier si ce phénotype provient d’une diminution de la prolifération 
cellulaire, nous allons réaliser des expériences d’immunohistochimie avec l’analogue de la thymidine 
EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine) et le marqueur phospho-histone H3. La réduction de la taille de l’œil 
peut également s’expliquer par une augmentation de l’apoptose dans les différentes couches de la rétine. 
Pour répondre à cette question, nous envisageons d’étudier ce phénomène sur des coupes l’œil 
d’embryons knockdown pour alpl.a, grâce à la méthode de TUNEL (pour Terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP Nick End Labelling).  
Aussi, bien que l’expression de l’alpl.a ne soit pas détectée dans le cristallin par hybridation in 
situ, l’expression du marqueur de l’épithélium externe du cristallin pitx3, est altérée. Le cristallin est 
néanmoins toujours présent, comme nous l’avons observé sur les coupes d’embryons injectés avec le 
MO alpl.a. Ceci suggère que l’absence de cette enzyme cause une altération de l’épithélium du cristallin, 
mais ne semble pas affecter la formation des fibres qui le composent. Cette observation peut s’expliquer 
par l’échange de signaux entre la rétine et le cristallin nécessaire pour le développement normal de l’œil 
et par le fait que la rétine neurale permet la différenciation d’une partie de l’épithélium du cristallin en 
fibre secondaires par l’intermédiaire de la voie de signalisation du FGF. Il est également possible que le 
cristallin soit globalement plus petit, à cause d’une diminution de signalisation provenant de la rétine, 
tout au long du développement oculaire.  
Peu de données sont disponibles concernant les fonctions de la phosphatase alpl. Cependant, et 
de manière intéressante, l’enzyme alpl est impliquée dans la prolifération et la différenciation des 
cellules souches neurales [130]. En effet, l’inhibition de cette protéine par une stratégie shRNA inhibe 
d’une part la prolifération de neurosphères et d’autre part leur différenciation en neurones et 
oligodendrocytes. L’alpl pourrait donc jouer un rôle dans la prolifération et la différenciation des cellules 
souches de la rétine. Le fort marquage de l’alpl.a dans l’œil de xénope adulte (fig 4 - [418]) pourrait 
être relié à la croissance constante de l’œil chez cette espèce [386]. Chez l’homme adulte, une zone de 
l’œil contenant des cellules souches a été décrite dans l’endothélium de la cornée, permettant son 
remplacement lent [483]. L’activité de l’alpl, enzyme considérée comme un marqueur des cellules 
souches, est détectée dans cette zone de l’œil, suggérant son rôle dans la différenciation de ces cellules. 
Il n’existe cependant pas d’autres informations concernant le rôle de l’alpl dans la fonctionnalité de 
l’œil, chez l’adulte ou chez l’embryon. Nos résultats sont donc les premiers à démontrer l’implication 
fonctionnelle de l’alpl dans la mise en place de l’œil embryonnaire.  
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3. Rôle de l’alpl.a dans la formation du pronephros 
L’alpl.a est exprimé dans le pronéphros dès le milieu de l’organogenèse et chez l’adulte, son 
expression est forte dans le mésonéphros (fig 4 -[418]). Cette expression rénale adulte concorde avec le 
fait que les phosphatases alcalines sont exprimées dans les tubules proximaux chez le rat adulte ([125] 
et figure 30). De plus, nos résultats montrent que cette enzyme est impliquée dans la formation du rein. 
En effet, l’inhibition de l’expression de cette ectonucléotidase entraîne des altérations dans la genèse du 
pronephros, comme le montre la perturbation de l’expression du marqueur rénal Na+K+-ATPase et de la 
reconnaissance des tubules rénaux par les anticorps 3G8/4A6 à des stades tardifs. Bien que l’expression 
de l’alpl.a soit détectée par hybridation in situ dans les tubules proximaux, la formation de la totalité 
des segments rénaux est perturbée par une inhibition de l’alpl.a. Ceci pourrait s’expliquer par des défauts 
au niveau de la spécification du champ pronephrique et/ou de la différenciation cellulaire lors de la mise 
en place de l’ébauche pronéphrique. En effet, nos résultats préliminaires montrent une perturbation de 
l’expression du marqueur précoce pax8 indispensable à la détermination pronéphrique au début de la 
neurulation. Cependant, les étapes de détermination rénale et de différenciation de l’ébauche rénale ont 
lieu avant que l’expression du gène alpl.a ne soit détectée par hybridation in situ. Néanmoins, par RT-
PCR les transcrits de l’alpl.a sont détectés dans les tissus mésodermiques dès la gastrulation (fig 6 - 
[418]). Il est également possible que les phénotypes observés soient dus à des défauts de la prolifération 
cellulaire lors de la fonctionnalisation du rein et de l’allongement des tubules. En effet, cette étape se 
déroule aux stades où l’alpl.a est détecté par hybridation in situ dans les tubules proximaux.  
Pour répondre à ces deux hypothèses, nous allons reproduire les résultats préliminaires montrant 
une altération du gène pax8. Ceux ci seront couplés à l’étude de l’effet de l’injection du MO alpl.a sur 
l’expression de lhx1, mais aussi des gènes iroquois, irx1 et irx3, également des marqueurs du champ 
pronéphrique et nécessaires au développement pronéphrique [484]. L’impact de l’inhibition de l’alpl.a 
sur la formation/différenciation des différents tubules pronéphriques sera également analysé en utilisant 
des marqueurs spécifiques des tubules proximaux (slc5a1), des tubules intermédiaires et distaux (slc12a) 
ou des tubules intermédiaires, distaux et collecteurs (clcnkb). Enfin, un marquage immunohistochimique 
EdU/pH3 sera également envisagé pour analyser l’impact de l’inhibition de l’expression d’alpl.a sur la 
prolifération cellulaire. Celui ci sera couplé à un marquage spécifique du néphron comme récemment 
publié par l’équipe du Dr. O.Wessely [485]. L’apoptose cellulaire sera également une hypothèse à 
vérifier. 
L’inhibition de l’alpl.a provoque aussi des défauts dans la segmentation des somites. En effet, la 
détection des cellules musculaires par l’anticorps 12/101 montre une désorganisation importante des 
chevrons suite à l’injection du MO alpl.a. La même observation peut être faite avec le marquage  Na+K+- 
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ATPase. Ces résultats démontrent que ce phénotype n’est pas dû à un défaut de différenciation cellulaire, 
car l’anticorps 12/101 reconnait la présence de cellules musculaires.  
Le rein et les somites étant dérivés du mésoderme, une hypothèse serait que les phénotypes 
observés dans ces deux tissus soient dus à une perturbation de l’induction mésodermique dès les plus 
jeunes stades. Or, l’expression du marqueur précoce mésodermique xbra n’est pas altérée par 
l’inhibition de l’expression d’alpl.a. En revanche, nos résultats obtenus par RT-PCR indiquent que 
l’alpl.a pourrait être exprimé dans le mésoderme paraxial et pourrait donc avoir un rôle dans la formation 
des somites (fig 6 - [418]).  
Lors de la formation du rein, la différenciation du tissu pronephrique dans le mésoderme 
intermédiaire est induite par un signal provenant des somites antérieures [449, 450]. Il est donc probable 
qu’un défaut dans la formation des somites par un manque d’expression d’alpl.a entraîne également des 
défauts dans la formation du rein. Pour vérifier cette hypothèse, il serait judicieux d’étudier l’expression 
des marqueurs somitiques à des stades précoces. 
Outre son activité enzymatique, l’alpl possède également la propriété de se fixer à la matrice 
extracellulaire afin de moduler l’adhésion cellulaire [486]. De façon intéressante, la protéine alcaline 
phosphatase de l’axolotl est fortement exprimée au niveau du canal rénal en croissance (ou PND for 
elongating pronephric duct) et celle-ci est impliquée dans la migration cellulaire des cellules du canal 
rénal [487]. Cependant, chez X. laevis, alpl.a n’est pas exprimé au niveau des tubules distaux en 
formation et ce rôle de molécule associée à la migration cellulaire rénale (ou CGAM pour cell guidance 
associated molecule) ne semble pas avoir été conservé au cours de l’évolution. Cependant, notre étude 
est la première à démontrer que la protéine alpl est nécessaire à la formation du rein chez un vertébré.   
4. Activité phosphatase nécessaire aux rôles embryonnaires de l’alpl.a ?   
Le rôle de l’alpl est peu connu. Cette phosphatase est impliquée dans la pathologie 
hypophosphatasie, caractérisée par une accumulation du substrat PPi et une inhibition de la 
minéralisation osseuse chez l’homme et la souris ainsi que des crises d’épilepsies dues à une 
accumulation de PLP [112].  Chez la souris, une perte de l’expression constitutive d’Akp2 entraîne la 
mort des nouveau-nés avant leur sevrage, et ces souriceaux présentent les mêmes signes pathologiques 
que les enfants atteints d’hypophosphatasie infantile [116, 423]. 
L’alpl pourrait donc intervenir dans la formation de la rétine et des tubules rénaux à travers la 
déphosphorylation d’un ou plusieurs de ses nombreux substrats. L’enzyme alpl peut, entre autre, 
produire de la pyridoxine à partir du PLP. Un manque de pyridoxine ou vitamine B6 chez le rat entraîne 
des défauts dans le développement neural et également un délai dans l’ouverture des yeux chez les 
nouveau-nés [488]. De plus, l’alpl déphosphoryle séquentiellement l’ATP en ADP, AMP et adénosine.  
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Une perte de l’équilibre de la production de ces molécules pourrait avoir des effets néfastes sur la mise 
en place de ces tissus car l’ATP et l’adénosine jouent des rôles antagonistes dans la prolifération de 
certains types cellulaires. En effet, l’ATP induit la prolifération des cellules souches hématopoïetiques 
et mésenchymateuses humaines à travers l’activation des récepteurs P2X, alors que l’adénosine a un 
rôle plutôt inhibiteur de la prolifération via les récepteurs P1 (ADORA) [196]. Notre hypothèse selon 
laquelle l’activité phosphatase est liée aux phénotypes observés suite à la déplétion de l’enzyme est 
renforcée par l’absence de phénotype majeur observée lors des expériences de surexpression. Il est en 
effet possible que le ou les substrat(s) soit (soient) limitant(s) pour l’activité enzymatique de l’alpl. Il 
est également possible que les récepteurs ou ligands de ces récepteurs générés par l’alpl ne soient pas 
en quantité suffisante pour entraîner une réponse cellulaire excessive. Pour répondre à cette question, il 
serait intéressant de surexprimer en parallèle de l’alpl, des enzymes de production de ses différents 
substrats et/ou les ligands ou récepteurs des divers produits de cette enzyme. Les ARNm des récepteurs 
adora1 et adora2a de Xenopus laevis sont disponibles au laboratoire et pourraient être les premiers à 
être testés pour vérifier l’implication de l’adénosine dans la formation embryonnaire de l’œil et du rein. 
5. Mécanisme d’action de l’alpl.a dans la formation de ces tissus : Implication 
de la voie de signalisation purinergique ? 
L’alpl comme molécule modulatrice de la voie de signalisation purinergique est une hypothèse 
très intéressante puisque cette voie de signalisation est cruciale pour la physiologie rénale [489], mais 
également pour la formation et fonctionnement de l’œil des vertébrés. Un grand nombre d’études 
réalisées chez le poulet a prouvé le rôle de l’ATP et adénosine dans la croissance de la rétine. Les 
récepteurs ADORA1 ont été localisés dans les couches pléxiformes (contenant les cellules horizontales 
et amacrines), ganglionnaire, nucléaire interne et photoréceptrice de la rétine en fin d’organogenèse 
[490]. L’adénosine, via les récepteurs ADORA1, stimule l’activation des récepteurs dopaminergiques 
D1, essentiels au développement de la rétine, par activation de l’adenylate cyclase et la production 
d’AMPc [491]. Toujours dans la rétine des embryons de poulet, l’ATP induit une augmentation du Ca2+ 
intracellulaire par l’intermédiaire des récepteurs P2Y2 et P2Y4 [492]. Cette réponse serait 
caractéristique des cellules rétiniennes embryonnaires précoces et participerait à la différenciation des 
cellules neuro-épithéliales ou des cellules progénitrices indifférenciées en neurones [493]. De plus, 
l’activation des récepteurs P2 par l’ATP serait impliquée dans la régulation de la synthèse d’ADN dans 
la rétine neurale à des stades embryonnaires précoces, et permettrait la régulation de la prolifération des 
cellules progénitrices en collaboration avec des facteurs de croissance [494]. L’ATP, via les récepteurs 
P2Y1 couplés à la PLC, PKC et aux MAP kinases, stimule la prolifération des cellules bipolaires et des 
cellules de Müller dans la rétine en développement précoce [495]. Cet ATP est relargué de l’épithélium 
pigmentaire rétinien via des hémi-canaux et accélère la prolifération et la différenciation des 
progéniteurs rétiniens [496].  Enfin, un rôle plus précoce pour la voie de signalisation purinergique, 
notamment pour l’ADP via le récepteur P2Y1, au cours de la formation de l’œil a été démontré chez le  
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xénope [403]. En effet, la sur-expression de l’ectonucléotidase NTPDase2, qui convertit l’ATP en ADP, 
chez le xénope, entraîne la formation d’yeux ectopiques en augmentant l’expression d’un des gènes 
maîtres du développement de la rétine: pax6.   
Bien que nous n’ayons pas démontré que le ligand impliqué dans les phénotypes oculaires et 
rénaux causés par l’inhibition de la phosphatase alpl.a soit une purine, nos résultats par RT-PCR 
renforcent cette hypothèse puisque les récepteurs adora sont exprimés dans l’œil et le rein, ainsi que 
dans les tissus à partir desquels ils sont dérivés, tout au long de l’embryogenèse de Xenopus laevis (fig 
6 - [418]). Enfin, l’expression de certains récepteurs P2Y ATP-dépendant (P2Y1.a, P2Y2 et P2Y4)  a 
aussi été observée dans l’œil au cours de l’embryogenèse du xénope (Blanchard et Massé, non publié).  
Bien que l’implication de la voie de signalisation purinergique au cours de la formation du rein n’a pas 
été démontrée, l’expression des récepteurs P2X2.b et P2X4 au niveau des tubules proximaux 
pronéphriques a également été démontrée (Blanchard et Massé, non publié).  
 Comme détaillé en introduction, la mise en place de l’œil et du rein fait intervenir les mêmes 
voies de signalisation, comme par exemple les voies BMP, FGF, WNT, Notch et Hedgehog. Leur 
interaction est nécessaire pour le bon développement de ces tissus. Il est donc possible que la voie de 
signalisation purinergique, notamment celle de l’adénosine, régule elle aussi la formation de ces deux 
organes. Cette voie pourrait aussi interagir avec les voies de signalisation citées au-dessus. En effet, une 
interaction via le calcium entre les voies de signalisation purinergique et Wnt pourrait être envisagée. 
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Conclusions et perspectives 
L’ensemble des résultats obtenu au cours de mes trois années de thèse a permis de compléter le 
profil d’expression spatio-temporel des acteurs de la voie de signalisation de l’adénosine au cours du 
développement embryonnaire. En effet, la carte d’expression générée regroupe l’ensemble des gènes 
codant pour les acteurs de la voie de signalisation de l’adénosine : les ectonucléotidases produisant 
l’adénosine (cd73, alpl, alpi, et acpt), les enzymes de dégradation de l’adénosine (ada, pnp et adk), ainsi 
que les récepteurs adora et les transporteurs de nucléosides spécifiques à l’adénosine (cnt et ent). Cette 
carte d’expression embryonnaire a été produite chez le même modèle vertébré: Xenopus laevis et par 
utilisation des mêmes méthodes : RT-PCR et hybridation in situ. Elle permet donc de comparer 
l’expression de chaque acteur dans un même stade ou dans un même tissu embryonnaire et de faire le 
lien avec un rôle potentiel de l’adénosine au cours du développement. Ces résultats sont donc 
indispensables pour débuter des études fonctionnelles ciblées. De plus, les données concernant 
l’expression des gènes d’autres familles d’ectonucléotidases (entpdases et enpp, [403, 408]), ainsi que 
les récepteurs P2 ATP-dépendants (Blanchard et Massé, non publiés) peuvent être rajoutées à mes 
résultats de thèse. Les profils d’expression des récepteurs P2 restants seront prochainement établis par 
mon équipe afin d’obtenir la première carte d’expression des acteurs de la voie de signalisation 
purinergique, en vue de mieux appréhender les fonctions des purines extracellulaires, l’ATP, l’ADP et 
l’adénosine. Cette carte sera unique puisque les données d’expression embryonnaire des acteurs de cette 
voie de signalisation chez les autres espèces de vertébrés ne sont que parcellaires [295].  
Ce travail m’a permis d’obtenir le profil d’expression spatio-temporel de l’ectonucléotidase alpl 
qui s’est avérée être très spécifique par hybridation in situ. En effet, au cours du développement 
embryonnaire, ce gène possède un profil d’expression dynamique dans le rein, ainsi que dans l’œil, et 
plus particulièrement dans la zone de la rétine possédant les cellules souches et progénitrices, la zone 
marginale ciliaire. J’ai donc décidé de sélectionner cette enzyme pour étudier sa fonction dans la 
formation de ces deux tissus. Ainsi, alors que l’alpl est décrite comme ubiquitaire chez les vertébrés, 
j’ai pu démonter qu’elle possède des fonctions spécifiques lors du développement embryonnaire.  
L’inhibition ciblée de cette enzyme par la stratégie MO, nous a permis de mettre en évidence son rôle 
au cours du développement de la rétine et du pronephros, mais également du cristallin et des somites. 
Cette étude reste à poursuivre afin d’établir les mécanismes impliqués. Cependant, ce travail est le 
premier à établir les fonctions embryonnaires de cette enzyme.  
L’ectonucléotidase alpl est inclue dans la voie de signalisation de l’adénosine car elle permet la 
production de cette molécule à partir de l’AMP. Cette phosphatase permet également la dégradation de 
l’ATP et de l’ADP et inhibe la signalisation purinergique agissant via les récepteurs P2. Nous avons vu  
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Figure 81 : Voie de synthèse de novo des purines. La synthèse d’IMP, précurseur pour l’AMP et le GMP, se 
déroule à travers dix étapes enzymatiques. Les molécules sont indiquées en noir, les enzymes catalysant la réaction 
en rouge et les noms des gènes de poisson zèbre sont encadrés en noir et en bleu. De [497]. 
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le rôle important de cette voie de signalisation dans la physiologie et la physiopathologie de nombreux 
organes et notamment dans celles du rein [125, 489]. Il est donc probable que les phénotypes rénaux et 
oculaires observés soient dus, soit à une déplétion d’adénosine extracellulaire et une inhibition de la 
signalisation des récepteurs P1, soit à une augmentation de la concentration extracellulaire en ATP ou 
ADP et donc de la signalisation des récepteurs P2. Cependant, du fait de la présence de nombreux 
substrats de l’enzyme alpl, cette hypothèse reste à être confirmée. Si c’est le cas, ce travail constituera 
une nouvelle évidence de l’implication des purines extracellulaires lors du développement 
embryonnaire. 
La production des purines extracellulaires peut se faire via les ecto-enzymes dans l’espace 
extracellulaire mais aussi via un transfert transmembranaire et synthèse intracellulaire. Cette synthèse 
des nucléotides puriques peut se faire, soit par la voie de récupération (salvage pathway), soit par la voie 
de synthèse de novo. Cette voie débute par la conversion d’un précurseur PRPP (5-phospho-D-ribosyl-
1-pyrophosphate) en inosine monophosphate (IMP), à travers dix étapes enzymatiques (figure 81). 
L’IMP permettra la production d’AMP et de GMP qui serviront à leur tour de précurseur à la génération 
d’ATP et de GTP. La voie de récupération des purines est la plus utilisée, car moins couteuse en énergie, 
et permet la production de nucléoside monophosphate par l’hypoxanthine, guanine phosphoribosyl-
transférase ou par l’adénosine kinase. D’après mon travail de thèse, cette voie de récupération semble 
être la voie principale pour régénérer le stock des nucléotides puriques au cours de l’embryogénèse du 
xénope (partie I, [418]). Cependant, la perturbation de la voie de novo entraîne des défauts 
développementaux connus sous le nom de « syndrôme purine » associé à une réduction de la 
pigmentation de l’œil et de la taille des ailes, des malformations des poils et des pattes et une létalité 
larvaire plus importante chez la Drosophile [498]. Une étude chez le poisson zèbre a montré le rôle 
important de cette voie, et notamment de l’ATP, dans la croissance de l’œil [497]. En effet, le mutant 
pour gart et paics (figure 81) présente une microphtalmie en raison de défauts dans le cycle cellulaire 
des rétinoblastes en prolifération. Les individus présentent également des anomalies dans la 
pigmentation, mais ce phénotype est associé à la déficience en production de GTP. Pendant ma thèse, 
lors d’une collaboration avec l’équipe du, Pr. Daignan-Fornier, j’ai d’ailleurs participé à l’étude 
fonctionnelle des gènes atic et adsl (figure 81). J’ai généré leur profil d’expression chez Xenopus laevis 
au cours du développement, par RT-PCR et hybridation in situ, et initié l’étude fonctionnelle de ces 
gènes par la stratégie MO. Ces travaux préliminaires indiquent un rôle de ces enzymes lors de 
l’embryogénèse de Xenopus laevis. Ces résultats soulèvent l’intérêt pour l’étude de ces enzymes 
biochimiquement caractérisées, mais dont les fonctions embryonnaires et les mécanismes moléculaires 
associés restent peu connus.   
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En conclusion, au vu des données de la littérature et des résultats de cette thèse et de mon équipe 
(non publiés), l’implication des purines et de la voie de signalisation purinergique dans le 
développement embryonnaire des vertébrés est indiscutable [295, 499]. Il est tout à fait concevable que 
cette voie de signalisation soit aussi importante que les voies de signalisation Wnt, BMP, FGF, Notch 
et Hedgehog. Les profils d’expression spatio-temporelle des acteurs de cette voie sont distincts, 
dynamiques et chevauchants et suggèrent la possible implication de cette voie de signalisation à 
différents stades et dans différents tissus. Cependant, il est nécessaire de poursuivre les études 
fonctionnelles des acteurs de cette voie, et notamment celles des ectonucléotidases, régulateurs clés de 
cette voie. La découverte des fonctions de la voie de signalisation purinergique au cours du 
développement embryonnaire ouvre de nouvelles perspectives quant à la compréhension des 
mécanismes régulant l’embryogénèse des vertébrés.  
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ANNEXES 
Annexe I : « Curriculum vitae scientifique » 
Communications scientifiques 
 Publications  
 
 Comparative genomic and expression analysis of the adenosine signalling pathway 
members in Xenopus. Alice Tocco, Benoit Pinson, Pierre Thiébaud, Nadine Thézé, Karine 
Massé. (soumis à « Purinergic signalling » - article partie 1) 
 The enpp4 ectonucleotidase regulates kidney patterning signalling networks in 
Xenopus embryos. Karine Massé, Junichi Kyuno, Surinder Bhamra, Alice Tocco, Christian 
Paroissin, Lilly Maneta-Peyret, Elizabeth A. Jones. (en révision dans “Plos Biology” – 
Annexe II) 
 Stimulation of the human RAD51 nucleofilament restricts HIV-1 integration in vitro 
and in infected cells (2012). Cosnefroy O, Tocco A, Lesbats P, Thierry S, Calmels 
C, Wiktorowicz T, Reigadas S, Kwon Y, De Cian A, Desfarges S, Bonot P, San Filippo 
J, Litvak S, Cam EL, Rethwilm A, Fleury H, Connell PP, Sung P, Delelis O, Andréola 
ML, Parissi V. Journal of Virology, 86:513-26 (stage de Master M2)  
 
 Communications orales et écrites lors de congrès internationaux  
o Communication orale 
 Characterization of adenosine  purinergic pathway actors in Xenopus laevis - « Congrès 
cellules souches » à Bordeaux - 20 au  22 mars 2013  
o Communications écrites 
 Characterization of purinergic signalling pathway in Xenopus - «14th International Xenopus 
Conference» à la presqu’ïle de Gien - 9 au 13 septembre 2012  
 
Participation à des journées scientifiques 
 Communication orale 
 Rôle de l’adénosine au cours de l’embryogenèse, étude de la phosphatase alcaline alpl - 
« Journée de l’école doctorale » à Arcachon - 9 avril 2014  
 Communications écrites 
 Rôles de l’adénosine dans l’embryogénèse: Etude de l’enzyme ALPL chez le xénope - 
«Journée de l’école doctorale»  à Arcachon - 10 avril 2013 
 Characterization of purinergic signalling pathway in Xenopus - «Journée de la SFR 
Transbiomed» à Bordeaux - 4 décembre 2012 
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Participation à des séminaires  
 UMR-CNRS 5164 
 Projet de thèse - 3ème année - 6 mars 2014 
 Journal club « Stratégie TALEN » - 6 décembre 2012   
 Journal club « CD73 et VIH » - 10 mai 2012 
 Projet de thèse - projet - 17 novembre 2011 
 
 Club cellule souche 
 Highlight du congrès « 14th international Xenopus Conference » - 14 novembre 2012 
 
Formations scientifiques et professionalisantes 
 Monitorat 
 
 Participation à l’encadrement des étudiants ainsi qu’à la préparation des TP « développement 
animal »  de l’UE BCDA (Biologie Cellulaire et Développement Animal)  et TP de l’EU SC 
(Signalisation Cellulaire) au cours de mes 1ère et 2ème années de thèse (128 heures) 
 
 Encadrement de stagiaires 
 
 Participation à l’encadrement de Melle Camille Cosse (stagiaire volontaire de L3) en juin 
2012 Sujet du projet de stage : Caractérisation des enzymes alpl et acpp chez X.laevis (4 
semaines) 
 
 Formations 
 
 Formation des doctorants contractuels parcours enseignement au cours de mes 1ère et 2ème 
année de thèse (78 heures) 
 Formation aux biosenseurs adénosine et ATP par le Pr. N. Dale en décembre 2012- Université 
de Warwick, Angleterre (8 jours) 
 Module d’anglais “from text to talk” - 13 et 14 juin 2012 (6 heures) 
 
 Association 
 
 Membre actif de l’association des doctorants TBM doc’s - Organisation de 3 journées et 6 
soirées de rencontres scientifiques pour les étudiants - Depuis novembre 2011 
 Membre actif de l’association Pint of Science – Organisation de 3 soirées de rencontre 
chercheur/public dans le cadre d’un pub – Mai 2014 
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Annexe II : article de recherche  
The enpp4 ectonucleotidase regulates kidney patterning signalling networks in 
Xenopus embryos. 
Karine Massé, Junichi Kyuno, Surinder Bhamra, Alice Tocco, Christian Paroissin, Lilly Maneta-
Peyret, Elizabeth A. Jones  
 
Les ectophosphodiesterase/nucleotide phosphohydrolases (enpp) appartiennent à la famille des 
ectonucléotidases qui contrôle la voie de signalisation purinergique en contrôlant la concentration 
extracellulaire en ATP, ADP et également en adénosine. Ces enzymes sont également impliquées dans la voie 
de signalisation lipidique en générant les lipides bioactifs LPA et S1P. Cependant, alors que les fonctions et 
caractéristiques enzymatiques des protéines enpp1, 2, 3, 6 et 7 sont bien décrites, rien n’est connu concernant 
l’enzyme enpp4. L’article auquel j’ai participé démontre l’importance de cette protéine dans la formation du 
rein via la voie de signalisation lipidique. Enpp4 interviendrait dans la régulation du développement rénal par 
l’intermédiaire du récepteur s1pr5, conservé sous forme d’homéologues chez le xénope (a et b), à travers un 
mécanisme non-catalytique. 
 
J’ai été impliquée dans ce travail lors de la révision de ce papier en début d’année 2014. Mon rôle a été 
de comparer les profils d’expression des gènes s1pr5.a et .b par RT-PCR, chez l’adulte et au cours du 
développement embryonnaire et de vérifier la spécificité des deux MO initialement désignés sur la séquence 
du gène s1pr5a (Fig.S6). J’ai été également impliquée dans les analyses statistiques (Table S1B, S1C, S2B, 
S3B et S4B). 
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Short title  
Enpp4 is involved in pronephros formation and patterning 
 
Abstract 
Enpps are ectonucleotidases, which regulate lipidic and purinergic signalling pathways by controlling 
the extracellular concentrations of purines and bioactive lipids such as lysophosphatidic acid and 
sphingosine-1-phosphate. Both pathways are key regulators of kidney physiology and their 
deregulation has been linked to human renal pathologies. However, their potential roles during renal 
development have not been fully established. We previously showed that the Xenopus embryonic 
kidney, the pronephros, was a major site of expression for the enpp enzymes. We now demonstrate 
an unsuspected role for lipidic signalling and for the conserved but unstudied enpp4 protein in 
regulating kidney formation in Xenopus. Over-expression of enpp4, which is specifically expressed 
in the frog embryonic kidney, results in ectopic renal tissues, mostly composed of proximal tubules 
segments, and, on rare occasion, complete mini-duplication of the entire kidney. Enpp4 might act 
upstream of the RA, Notch and Wnt pathways, major regulators of kidney development, as its over-
expression leads to ectopic expression of members of these pathways. Enpp4 is required for kidney 
development as its knock-down reduces expression of early kidney markers. Enpp4 is a membrane 
protein which binds, without hydrolyzing, the lipid phosphatidylserine. Finally, the effects of enpp4 
are mediated by the lipidic receptor s1pr5, although not via the generation of S1P. Our results are the 
first to demonstrate a physiological role for the conserved vertebrate enpp4 protein and we propose a 
novel and surprising mechanism by which lipidic signalling regulates kidney development, via a non-
catalytic mechanism. 
 
Key Words 
Enpp4, ectonucleotidase, s1p5r, lipidic signalling, pronephros, Xenopus.  
 
Abbreviations list  
Enpp: ectophosphodiesterase/nucleotide phosphohydrolases; LPA: lysophosphatidic acid; MO: 
morpholino-oligonucleotide; PA: phosphatidic acid; PLA, phospholipase A; PLC, phospholipase C; 
PLD, phospholipase D; PS: phosphatidylserine; RA: retinoic acid; S1P: sphingosine-1-phosphate 
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Introduction 
 
Vertebrate kidney organogenesis is 
orchestrated by numerous transcription factors and 
growth factors regulating the proliferation and 
differentiation of diverse cell types to form the 
functional kidney. Despite the differences in 
complexity and organization of the three vertebrate 
kidneys, pronephros, mesonephros and 
metanephros, there is a remarkable conservation of 
molecular mechanisms in the organogenesis of 
these three kinds of kidney (reviewed in 1-3). The 
pronephros, the functional embryonic kidney in 
amphibians, is a simple, easily accessible organ, 
which displays structural similarities to the other 
more complex kidney forms (4, 5). Therefore, it 
has become an ideal model system to study 
molecular regulation during nephrogenesis and 
renal pathologies (4, 6-10).  
 
We have cloned all the members of the enpp 
family in Xenopus laevis and demonstrated that the 
pronephros is the major site of expression for these 
genes (11). The enpp proteins belong to the 
ectonucleotidase subfamily (12, 13). While enpp1, 
2 and 3 catalytically interact with a wide range of 
extracellular nucleotides (purines and pyrimidines) 
and their derivatives, enpp2, 6, 7 can generate 
bioactive lipids, especially S1P and LPA. Sequence 
and structural homologies suggest that enpp4 and 5 
may be more similar to the enpp6 and 7 sub-group 
(11, 13, 14). However, a recent study demonstrated 
that ENPP4 can generate ADP and ATP from 
diadenosine polyphosphates (15). These dual 
enzymatic activities place the enpp proteins as key 
regulators of both the purinergic and lipidic 
signalling pathways (16, 17).   
 
Purines, mostly ATP and its derivatives, and 
bioactive lipids S1P and LPA can function as 
extracellular ligands for G-coupled cell surface 
receptors (18, 19). The activation of these receptors 
induce classic G protein coupled signalling 
pathways, producing diverse downstream cellular 
responses including cell proliferation, cell growth, 
cell survival, cell migration and morphogenesis. 
Due to the heterogeneity of the receptor types, the 
broad distribution of these receptors and their wide 
effector pathways, purines and bioactive lipids 
have been implicated in various physiological and 
pathological functions (19-21). In mammals, 
lipidic and purinergic pathways regulate 
metanephric physiology and their deregulation has 
been linked to renal pathologies (22-26). However, 
their potential roles during renal development have 
not been fully established, although S1P has 
recently been implicated during kidney branching 
(27). Several ectonucleotidases are expressed in the 
kidney, and some of them, like enpp6, are found in 
all 3 vertebrate kidney forms, emphasizing the 
roles of these molecules in kidney formation and 
physiology (11, 28, 29).  
 
We have previously shown that enpp4 is 
highly expressed in the X.laevis pronephric tubules, 
providing the first temporal and spatial expression 
profile for this gene (11). We now present the only 
functional analysis carried out of this evolutionally 
conserved enpp4 protein and identifies its crucial 
roles during kidney development. We demonstrate 
that over-expression of wild type enpp4, but not an 
inactive enzymatic protein, induces the formation 
of ectopic pronephroi characterized by mostly the 
presence of proximal tubule markers but in rare 
occasion of more distal tubule markers. In contrast, 
enpp4 knock-down leads to kidney formation 
defects, demonstrating its expression is necessary 
for pronephros development. We show that these 
effects are mediated by the receptor s1pr5 and not 
by another s1pr or an lpar receptor suggesting that 
the kidney phenotype is not due to an increase of 
S1P or LPA in this tissue. We show that enpp4 
specifically binds to the lipid phosphatidylserine, 
implying a role for bioactive lipids in 
pronephrogenesis. Finally, we provide evidence 
that enpp4 misexpression alters the expression of 
members of the Notch, Wnt and RA signalling 
pathways. We propose a model for the mechanisms 
of action for enpp4 and lipidic signalling in kidney 
development.  
 
Results 
 
Over-expression of enpp4 results in ectopic 
pronephric tubules formation 
 
We have previously shown that enpp4 
expression is detectable in Xenopus embryonic  
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Fig.1. Over-expression of enpp4 induces ectopic proximal pronephric tubules. (A) Schematic diagram of pronephric structural 
components showing the expression domain for each marker used in this study (adapted from 31). G: glomus, PT: proximal tubule, IT: 
intermediate tubule, DT: distal tubule, CT: collecting tubule. (B-Y) Embryos targeted with 2ng of enpp4 and 250pg of LacZ mRNAs 
were examined by 3G8/4A6 antibody staining (B-O) or whole mount in situ hybridization with the following probes: slc5a1.1 (P), 
slc12a1 (Q), clcnkb (R) and gata3 (S) at stage 37/38; wt1 (T) and nphs1 (U) at stage 32; lhx1 (V, X) and pax8 (W, Y) at stages 28 and 
14. (F-L) Transverse sections of the embryo shown in panels D and E were cut in the anterior-posterior registers indicated by lines in 
panel E. A higher magnification image (I) of ectopic pronephros in the somite indicated by square in (F) and of control kidney (K) and 
counterstained with Hoechst to indicate nuclei (J, L). Embryos targeted with 2ng of mouse wild type enpp4 (M), X.laevis mutated in 
the putative catalytic site (N) or in the cation binding site (O) and 250pg of LacZ mRNAs were examined by 3G8/4A6 antibody staining. 
The asterisk denotes the uninjected side of each embryo. Arrowheads indicate ectopic marker staining. Blank arrowheads in S indicate 
the anterior limit of gata3 expression. 
 
kidney, especially in proximal pronephric tubules, 
by whole mount in situ hybridization (Fig. 1A, ref 
11). To analyse potential functional roles of enpp4 
during pronephros development, embryos were co-
injected with enpp4 and the lineage tracer lacZ 
mRNAs as described in the methods and analysed 
by immunohistochemistry at stage 40-41 (Fig. 1B-
O, Table S1). The monoclonal antibody 3G8 
allows the detection of nephrostomes and proximal 
pronephric tubules whereas 4A6 is specific for 
intermediate and distal pronephric tubules (Fig. 1A) 
(30). The overall morphology of over-expressing 
embryos was normal. However, enpp4 over-
expression caused ectopic (in 23% of the analysed 
embryos, n=91) and enlarged regions (in 18% of 
the analysed embryos, n=91) of 3G8 staining 
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domain while ectopic 4A6 staining was rare (in 
only 2% of the analysed embryos; n=91), with 
enlarged more distal tubule staining being the 
predominant phenotype (in 20 % of the analysed 
embryos, n=91) (Fig. 1B-E). Statistical analysis 
confirmed that there are significant differences in 
pronephric phenotype between enpp4 mRNA and 
LacZ mRNA injected embryos (N=148, p<0,001; 
Table S1B). Ectopic pronephroi were observed 
only when injections were performed into regions 
fated to become the lateral region of embryos (V2 
blastomere, data not shown). Enpp4 over-
expressing embryos displaying ectopic 3G8 
staining were analysed by transverse cryostat 
sectioning. 8 of the 9 ectopic tubules sectioned had 
epithelial tubule structure complete with a lumen 
(Fig. 1F-J) (n=5 embryos), which were similar in 
structure to normal pronephric tubules (Fig. 1K-L). 
Ectopic kidney structures with 3G8 (in 55 % of the 
analysed embryos, n=63) and 4A6 staining (in 11% 
of the analysed embryos, n=63) were also observed 
following mouse enpp4 mRNA injection (Fig. 1M). 
Statistical analysis confirmed that there are 
significant differences in pronephric phenotype 
between mouse enpp4 mRNA and LacZ mRNA 
injected embryos (N=120, p<0,001; Table S1B). 
 
Constructs containing a point mutation in the 
putative catalytic domain (T72A, T72S) or metal 
cation binding domain (D36N, D189N), which 
should abrogate the enzymatic activity, were 
generated based on the similarity between enpp4 
and other enpp proteins (11). Injections of 
enpp4T72S mRNA reduced both 3G8 and 4A6 
staining domains (in 22% and 21% of the analysed 
embryos respectively, n=66, Fig. 1N) and failed to 
induce any ectopic pronephric tubules. A similar 
phenotype was observed after enpp4T72A injection 
(Table S1A). Injections of enpp4D36N mRNA 
resulted in normal 3G8 (in 77% of the analysed 
embryos, n=69) and 4A6 (in 90% of the analysed 
embryos, n=69) staining pattern and no ectopic 
pronephros (Fig. 1O, Table S1A). Injections of 
enpp4D189N led to similar phenotypes (Table 
S1A). Statistical analysis confirmed that there are 
significant differences in pronephric phenotypes 
between mutant enpp4 mRNA and wild type enpp4 
mRNA injected embryos (p<0,001; Table S1C). 
These data suggest that ectopic pronephros 
formation caused by wild type enpp4 mRNA 
injection depends on the catalytic activity of enpp4. 
 
Over-expression of enpp4 disturbs proximal-
distal patterning of pronephros 
 
To further investigate this phenotype, 
embryos injected with enpp4 mRNA were 
examined at stage 37 by whole mount in situ 
hybridization using pronephric specific markers, 
slc5a1.1, slc12a1, clcnkb and gata3, which mark 
the various proximal/distal tubule segments (5, 31) 
(Fig. 1A, 1P-S, Table S1). Injected embryos 
showed ectopic (in 30% of the analysed embryos, 
n=57) and enlarged (in 14% of the analysed 
embryos, n=57) staining of the proximal marker 
slc5a1.1 domains (Fig. 1P). Interestingly, enpp4 
over-expression caused an increase in the region 
(in 25% of the analysed embryos, n=57), or ectopic 
(in 17% of the analysed embryos, n=57) expression 
of slc12a1 a marker of intermediate tubules (Fig. 
1Q). Injection of enpp4 mRNA failed to induce any 
separate ectopic clcnkb expression although the 
normal domain of expression, the intermediate and 
distal tubules, was somewhat enlarged on the 
injected side (in 19% of the analysed embryos, n= 
58; Fig. 1R). The gata3 expression domain, e.g. the 
distal and collecting tubules, was relatively normal, 
although the anterior limit of expression, 
determined relative to the somite number, was 
slightly more posterior in more than half of the 
injected embryos (in 58% of the analysed embryos, 
n=43; Fig. 1S). This might reflect a change in 
anterior/posterior patterning induced by enpp4 
over-expression. The statistical significance of 
these phenotypes was demonstrated by Fisher’s 
Exact Test analysis and FDR multiple testing 
correction (p<0,001; Table S1B). 
 
Injection of enpp4 mRNA induced enlarged 
or reduced expression domains of glomus marker 
wt1 in 34% and 22% of the analysed embryos at 
stage 33/34 (Fig. 1T, Table S1A). Similar 
phenotypes were observed using nphs1 marker (Fig. 
1U, Table S1A). Although the statistical 
significance of these phenotypes was demonstrated, 
we were not able to conclude on the exact enpp4 
effects on this structure (Table S1B). Ectopic 
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glomus was very rarely induced in injected 
embryos (in 0% for wt1 and in 3% for nphs1 of the 
analysed embryos, n=59 and 88 respectively).  
 
Embryos injected with enpp4 mRNA were 
also examined by whole mount in situ 
hybridization using early pronephros anlagen 
markers lhx1 and pax8. At stage 28, expression of 
both lhx1 and pax8 was expanded especially in 
posterior parts of pronephric anlagen, with areas of 
intense staining consistent with that of the more 
anterior presumptive tubules (in 61% of the 
analysed lhx1 stained embryos n=51 and in 70% of 
the analysed pax8 stained embryos, n=50; Fig. 1V-
W, Table S1A). The expansion of lhx1 and pax8 
expression domains was also observed at early 
neurula stages (in 20% of the lhx1 analysed 
embryos, n=46 and in 32% of the pax8 analysed 
embryos, n=71, Fig. 1X-Y, Table S1). Interestingly, 
ectopic pax8 expression, but not lhx1, was also 
induced following enpp4 RNA injection at both 
stages analysed (in 25% of the analysed embryos at 
stage neurula and in 2% of the analysed embryos at 
stage 28, Table S1). Statistical analysis confirmed 
that there are significant differences in pax8 
pronephric expression domain between enpp4 
mRNA and LacZ mRNA injected embryos at both 
stages analysed (N=124 and 128, p<0,001; Table 
S1B). However, statistical analysis confirmed that 
there are significant differences in lhx1 pronephric 
expression domain between enpp4 mRNA and 
LacZ mRNA injected embryos only at stage 28 
analysed (N=130, p<0,001; Table S1B). These data 
suggest that enpp4 over-expression alters more 
early pax8 than lhx1 expression and that the 
expression of these two nephrogenic markers may 
be regulated by different pathways. This is in 
agreement with the fact that we observed no irx1 
expression alteration in enpp4 over-expressing 
embryos (data not shown).   
 
Since normal somite development is a 
prerequisite for pronephros development, enpp4 
RNA injected embryos were analysed by whole 
mount in situ hybridization using the muscle 
marker myh4 at stage 33/34. The expression pattern 
was normal in all injected embryos (n=55; Fig. 
S1A, Table S1A). We also examined the 
expression of pan-mesoderm marker, xbra at stage 
10.5. We were unable to find any significant 
statistical difference in enpp4 mRNA injected 
embryos (n=46; Fig. S1B, Table S1B) compared to 
control LacZ injected embryos (n=52). Therefore, 
we conclude that, enpp4 mRNA injection had no 
gross effects on mesoderm induction per se or on 
somite development. 
 
Taken together, the results demonstrate that 
enpp4 mRNA injection caused ectopic pronephric 
structures containing mostly domains of proximal 
and, in rare occasions, distal tubules marker genes. 
Enpp4 over-expression also altered pronephros 
formation, leading to enlarged expression domains 
of markers of the entire tubule segments. This is 
consistent with the published expression domain of 
enpp4, which is not confined to the proximal 
tubules but also expressed, at a lower level, in the 
more distal tubules (11).  
 
Morpholino knockdown of enpp4 results in 
smaller pronephros formation 
 
To determine whether enpp4 is required for normal 
pronephros development, we generated two anti-
sense morpholino oligonucleotides (MOs) that 
specifically blocked the translation of Xenopus 
enpp4 (Fig. S2A-C). Embryos were injected with 
10 ng of enpp4 MO1 or 2 alone or in combination 
and analysed as previously described (Fig. 2 and S2, 
Table S2A). The overall morphology of the 
embryos appeared normal. Injection of enpp4 MO1 
resulted in reduced expression of both 3G8 and 
4A6 (in 65% and 28% of the analysed embryos 
respectively, n=107; Fig. 2A-B, Table S2A). A 
similar phenotype was observed following enpp4 
MO2 injection (in 49% and 24% of the analysed 
embryos respectively, n=87, Fig. S2F-G), 
indicating that a smaller pronephros had formed. 
Fisher’s Exact Test analysis and FDR multiple 
testing correction confirmed that there are 
significant differences in pronephric phenotypes 
between enpp4 MO1 or enpp4 MO2 and control 
MO injected embryos (N=134 and N=114, p<0,001 
or p<0,01; Table S2B). This phenotype was 
worsened when both MO were injected together 
(Fig.2C, Table S2A). Statistical analysis confirmed 
that there are significant differences in 4A6 
phenotypes between enpp4 MO1+MO2 and enpp4 
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MO1 or MO2 injected embryos (N=35 or N=36, 
p<0,001; Table S2B). These results indicate that 
enpp4 is required for both proximal and distal 
pronephric tubule development.  
 
To address the functional roles of enpp4 in 
more detail, enpp4 MO1 injected embryos were 
examined for slc5a1.1, slc12a1, clcnkb and gata3 
expression at stage 37/38. As shown for the 
immunohistochemical markers, injected embryos 
showed a significant reduced expression of 
slc5a1.1, slc12a1 and clcnkb at similar frequencies 
(in 58%, 56% and 53% of the analysed embryos, 
n=64, 75 and 40 respectively; Fig. 2D, E and G, 
Table S2). Statistical analyses confirmed that there 
are significant differences in expression domains 
for these three markers between enpp4 MO1 and 
control MO injected embryos (N=98, p<0,001 and 
N=122, p<0,001 and N=95, p<0,01, Table S2B). 
Similar reduction of slc5a1.1 (in 32% of the 
analysed embryos, n=38) and slc12a1 (in 14% of 
the analysed embryos, n=28) expression was 
observed with enpp4 MO2 (Fig. S2H-I), and 
significant differences for slc5a1.1 expression 
domain were confirmed between enpp4 MO2 and 
control MO injected embryos (N=72, p<0,001; 
Table S2B). To confirm the specificity of the 
knock-down of enpp4 expression on pronephric 
development, co-injection of 2ng of mouse enpp4 
mRNA with 10ng of enpp4 MO1 or MO2 was 
performed (Fig. 2F, Fig.S2J). This rescue partially 
restored the normal phenotype with more embryos 
displaying a normal slc12a1 staining domain (65% 
and 50%, n=72 and 28 respectively) and fewer 
embryos displayed the reduced slc12a1 staining 
domain (24% and 0%, n=72 and 28 respectively). 
However, some embryos displayed ectopic slc12a1 
expression (11% and 50% respectively) consistent 
with the over-expression phenotype. Therefore, the 
significant differences between rescue and 
morphant embryos may be due to this last 
phenotype (N=147 and 56, p<0,001; Table S2B)., 
The gata3 anterior expression domain limit was 
also affected following enpp4 MO injection (in 31% 
of the analysed embryos, n=42; Fig. 2H, Table S2), 
although this alteration was not statistical different 
between enpp4 MO1 and control MO injected 
embryos (Table S2B). These results suggest that 
enpp4 knock-down affected whole pronephros 
differentiation rather than just the proximal-distal 
patterning of pronephric tubule segmentation. 
  
As expected from the enpp4 in situ 
hybridization expression (11), enpp4 knock-down 
has no statistically significant effect on glomus 
formation (Table S2B). The expression of wt1 and 
nphs1 was normal in most of enpp4 MO1 injected 
embryos at stage 33/34 (in 94% of the analysed wt1 
stained embryos, n=34 and in 83% of the analysed 
nphs1 stained embryos, n= 41; Fig. 2I-J, Table 
S2A).  
 
The expression of the early marker lhx1 of 
pronephric development was also affected 
following enpp4 MO injection. At stage 28, 
expression of lhx1 was reduced especially in 
posterior elements of the pronephric anlagen (in 35% 
of the analysed embryos, n=23; Fig. 2K, Table 
S2A), although its expression in presumptive 
proximal tubules was sometimes unaffected or 
expanded. At stage 24, the expression domain of 
lhx1 was clearly reduced (in 75% of the analysed 
embryos, n=20; Fig. 2L, Table S2A), suggesting 
involvement of enpp4 in early pronephros 
differentiation. Injection of enpp4 MO2 injection 
caused similar phenotypes at both stages (in 30% 
of the analysed embryos at stage 28, n=20 and in 
55% of the analysed embryos at stage 24, n=20; Fig. 
S2K-L, Table S2A). At early neurula stages, 
expression of lhx1 was also reduced following 
enpp4 MO1 or MO2 (37% of the analysed embryos, 
n=46; 64% of the analysed embryos, n=61 
respectively) and even absent after MO1 injection 
(in 31% of the analysed embryos, n=46) (Fig.2M, 
Fig.S2M, Table S2A). Statistical analyses 
confirmed there are significant differences in lhx1 
expression domain between enpp4 MO1 and 
control MO injected embryos at the three analysed 
stages (N=44, p<0,01; N=40, p<0,05 and N=85, 
p<0,001; Table S2B). A similar statistical 
significantly phenotype was also observed on pax8 
expression at the neurula stages following enpp4 
MO1 or MO2 injection (Fig.2O, Fig.S2N) 
(Fisher’s Exact Test and FDR multiple testing 
correction, N=97, p<0,001 and N=46, p<0,001; 
Table S2B). The injection of both MO resulted in a 
stronger reduction in lhx1 expression with only 16% 
of the injected embryos (n=31) displaying an  
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Fig.2. MO knockdown of enpp4 expression disrupts pronephros formation. Embryos targeted with 10ng of enpp4 MO1 or 10 ng 
of both enpp4 MOs (C, N) and 250pg of lacZ mRNA were examined by 3G8/4A6 antibody staining (A-C) or whole mount in situ 
hybridization with the following probes: slc5a1.1(D), slc12a1 (E-F), clcnkb (G) and gata3 (H) at stage 37/38; wt1 (I) and nphs1 (J) at 
stage 32, lhx1 (K-N) at stages 28, 24 and 14, pax8 (O) at stage 14. The embryo shown in (F) was co-injected with 2ng of mouse enpp4 
mRNA to rescue the MO knock-down. The asterisk denotes the control, uninjected side of each embryo. Blank arrowheads in (H) 
indicate the anterior limit of gata3 expression.  
 
unaffected lhx1 expression domain (Fig. 2N, Table 
S2A). Statistical analysis confirmed that there are 
significant differences in lhx1 expression between 
enpp4 MO1+MO2 and enpp4 MO2 injected 
embryos (N=92, p<0,01; Table S2B). 
 
The expression pattern of myh4 and xbra 
was unaffected in enpp4 MO1 injected embryos (in 
100% of the myh4 analysed embryos, n=47; Fig. 
S2D and in 84% of the xbra analysed embryos, 
n=19; Fig. S2E) suggesting that both mesoderm 
and somite development were normal.  
 
Taken together, the MO knock-down 
experiments demonstrate that normal levels of 
enpp4 are required for early normal pronephric 
development. To address if the ectonucleotidase 
enpp6, which is also expressed in the proximal 
pronephric tubules (11), can compensate for enpp4 
loss of function, we performed enpp4/enpp6 
double knockdown experiments (Fig.S3, Table S2). 
The co-injection of enpp4 MO2 and enpp6 MO 
resulted in the formation of reduced 3G8 and 4A6 
positive tissues, phenotypes similar to the effects of 
enpp4 MO2 injection (Fig.S3A-3B, Table S2). 
This data demonstrate that the injection of enpp6 
MO did not worsen the renal phenotype caused by 
enpp4 knockdown, even if the enpp6 depletion 
induced the formation of a smaller pronephros on 
the injected side (Fig. S3C). The statistical analyses 
did not show any significant differences in 
pronephric phenotypes between enpp4 
MO2+enpp6 MO and enpp4 MO2 injected 
embryos (N=144) and between enpp4 MO2+enpp6 
MO and enpp6 MO injected embryos (N=142) 
(Table S2B). Moreover, co-injection of 2ng of 
X.laevis enpp6 mRNA did not rescue but worsened 
the enpp4 MO phenotype (Fig.S3D). This suggests 
that there is no functional redundancy between 
enpp4 and enpp6. 
 
The morphology of the somites in enpp4 
MO1 treated embryos appears normal and no 
effects on somites (myh4) or early mesoderm (xbra) 
 272 
 
markers expression are observed. We are therefore 
confident that the kidney phenotypes observed 
following enpp4 knockdown are not due to general 
mesoderm defects. Moreover, the kidney 
phenotypes in this study are phenotypes already 
published as direct effects of MOs and therefore 
not due to delays in development induced by enpp4 
MO injections (e.g. 32-33).  
 
enpp4 over-expression up regulates expression 
of components of the RA, Notch and Wnt 
signalling pathways.  
 
Since RA, Notch and Wnt signalling 
pathways are involved in pronephros formation and 
patterning (32-38) and the timing of the 
endogenous expression of many components of 
these pathways overlapped, we hypothesized that 
enpp4 might affect these pathways. We therefore 
chose representative members, e.g. ligands, 
receptors and metabolic enzymes, of these families 
based on the current literature and probe 
availability. Embryos were injected with enpp4 
mRNA (Fig. 3A-G, Table S3) or enpp4 MO1 (Fig. 
3H-N, Table S3) and examined by in situ 
hybridization for alterations in expression domains 
of the chosen components of these three pathways 
following these targeted injections.  
 
Enpp4 mRNA injected embryos showed 
ectopic and enlarged raldh1a2 expression domains 
in the pronephric region (in 35% and 22% of the 
analysed embryos respectively, n=37; Fig. 3A, 
Table S3A), while MO injection resulted in 
reduced areas of expression (in 25% of the 
analysed embryos, n=33; Fig. 3H). Neither enpp4 
mRNA nor MO injection affected raldh1a2 
expression in the pharyngeal arches. Enpp4 over-
expression also caused ectopic and enlarged rdh10 
expression domains (in 12% and 35% of the 
analysed embryos respectively, n=34, Fig. 3B), 
while MO injected embryos shown reduced 
expression (21%, n=33; Fig. 3I). Both mRNA and 
MO injection disturbed rdh10 expression in the 
somites. Cyp26a1 expression in the pronephric 
region, but not in the somites, was normal in 
embryos injected with both enpp4 mRNA and MO 
(in 98% and 88% of the analysed embryos, n=44 
and 42 respectively; Fig. 3C, J, Table S3A). The 
statistical analysis did not show any significant 
differences in cyp26a1 staining domain between 
enpp4 MO1 and control MO injected embryos 
(N=88). However, a similar analysis demonstrated 
the significant differences in raldh12a2 and rdh10 
expression domains between enpp4 MO1 and 
control MO injected embryos (N=68, p<0,05 and 
N=80, p<0,01; Table S3B). These results suggest 
enpp4 might act upstream of RA signalling, 
potentially by controlling the expression of genes 
involved in RA synthesis. 
 
Enpp4 mRNA injected embryos 
predominantly showed enlarged expression 
domains of notch1 (in 53% of the analysed 
embryos, n=75), but some embryos showed 
reduced and occasionally ectopic staining with 
lower frequency (17% and 7% respectively, n=75; 
Fig. 3D, Table S3A). Notch1 expression was 
normal in the majority of MO injected embryos 
(80%, n=41; Fig. 3K). However, some embryos 
display enlarged or reduced expression domains 
and statistical analysis confirmed there are 
significant differences in notch1 expression 
between enpp4 MO1 and control MO injected 
embryos (N=81, p<0,05; Table S3B). Enpp4 
mRNA injection caused ectopic and enlarged 
expression domains of dll1 (in 40% and 23% of the 
analysed embryos respectively, n=81; Fig. 3E), 
while MO injected embryos showed reduced 
expression (33%, n=46; Fig. 3L). Ectopic and 
enlarged jag1 expression domains were observed 
following enpp4 over-expression (in 20% and 44% 
of the analysed embryos respectively, n=81; Fig. 
3F), while MO1 injection reduced its expression 
domain (38%, n=42; Fig. 3M). Statistical analyses 
confirmed there are significant differences in dll1 
and jag1 expression domains between enpp4 MO1 
and control MO injected embryos (N=86, p<0,05 
and N=83, p<0,001, Table S3B). These results 
suggest that enpp4 also regulates members of the 
Notch signalling and that jag1 expression is more 
affected by enpp4 depletion than dll1.   
 
Since we have also demonstrated that rnfg 
over-expression caused ectopic pronephroi 
formation (33), we further addressed the link 
between enpp4 and the Notch pathway by injecting 
enpp4 mRNA or MO2 in presence of rfng mRNA  
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Fig.3. Microinjection of enpp4 mRNA and MO affect the expression of retinoic acid synthesis enzymes, notch and wnt signalling 
molecules. Embryos targeted with 2ng of enpp4 and 250pg of LacZ mRNA (A-G) or 10ng of enpp4 MO and 250pg of LacZ mRNA 
(H-N) were fixed at stage 28 and examined by whole mount in situ hybridization with the following probes: raldh1a2 (A, H), rdh10 
(B, I), cyp26a1 (C, J), notch1 (D, K), dll1 (E, L), jag1 (F, M) and wnt4 (G, N). The asterisks denote the control, uninjected sides. 
Arrowheads indicate ectopic staining of the marker gene. 
 
or MO (Figure S4, Table S3). Although the data are 
not statistical significant, injection of rfng MO 
increased the percentage of embryos displaying 
ectopic 3G8 and 4A6 staining caused by enpp4 
mRNA injection (41% and 14% respectively, 
n=37; Fig.S4A; compared to 23% and 10%, n=33; 
Fig.S4B, Table S3). Furthermore, the size and 
number of these ectopic pronephroi found in each 
embryo, especially shown by 3G8 staining, was 
higher than with co-injection of enpp4 mRNA and 
cMO. Co-injection of rnfg mRNA and enpp4 MO 
has the opposite effect, lowering the numbers of 
embryos displaying ectopic 3G8 and 4A6 
expression caused by rfng over-expression (27% 
and 13% respectively, Fig.S4C-D compared to 
38% and 19% respectively, Fig.S4E, Table S3). 
Furthermore, this co-injection resulted in a strong 
reduction of 3G8 staining (in 60% of the analysed 
embryos respectively, n=15, Fig.S4D, Table S3). 
These data demonstrate that enpp4 interacts with 
the Notch signalling pathway during 
pronephrogenesis and that modulation of Notch-
ligand interactions by fringe proteins alters enpp4 
function during pronephrogenesis.    
 
Enpp4 mRNA injected embryos showed 
enlarged and ectopic wnt4 expression domains (in 
32% and 17% of the analysed embryos respectively, 
n=41, Fig. 3G, Table S3A). Expression of wnt4 was 
reduced in most of the enpp4 MO1 injected 
embryos (82%, n=33, Fig. 3N), although this 
phenotype was also observed in enpp4 over-
expressing embryos (27%). Statistical analysis 
confirmed that there are significant differences in 
wnt4 expression domain between enpp4 MO1 and 
control MO injected embryos (N=66, p<0,001, 
Table S3B). These data suggest that enpp4 is 
necessary and sufficient for promoting pronephric 
wnt4 expression.   
 
Enpp4 is localized to the plasma membrane  
 
Our published sequence analysis suggests 
that enpp4 is a transmembrane protein (11). To 
further characterize the amphibian enpp4 protein, 
we generated a specific polyclonal antibody against 
the full length Xenopus protein. To address the 
cellular localization of enpp4, Xenopus wild type 
(WT), T72S mutant and mouse enpp4 cDNA were 
expressed in CHO cells by transient transfection. 
By Western Blotting analysis using the anti-
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Xenopus enpp4 antibody, Xenopus enpp4 WT 
protein was detected in whole cells and in the 
membrane fractions, but not in the soluble fractions 
(Fig. 4A). The same results were obtained for the 
mouse enpp4 and the Xenopus enpp4T72S proteins 
(data not shown). Surprisingly, the protein was 
detected with an apparent molecular mass of 
70kDa, although its predicted molecular mass is 
51kDa (Fig. S1). Mass spectrometry analysis of the 
gel confirmed the specificity of our polyclonal 
antibody, by clear identification of Xenopus enpp4 
protein at 70kDa in the membrane fractions from 
CHO cells transfected with Xlenpp4-pCDNA3.1 
and not from CHO cells transfected with the empty 
pcDNA3.1 plasmid (data not shown). The band 
detected with an apparent molecular mass of 100 
KDa was not further analysed as it was not always 
detected and may correspond to either a dimer or to 
a post-translational modification. The fluorescent 
image of CHO cells expressing Xenopus and 
mouse enpp4 (data not shown) shows it is localized 
in plasma membrane confirming the findings of 
Möller et al., 2007 (39) (Fig. 4B).  
 
 
Fig.4. Enpp4 is a transmembrane ectonucleotidase. CHO 
cells were transfected with enpp4-pcDNA3.1 or empty vector 
(control) and the cellular distribution of enpp4 determined by 
Western Blotting (A) using proteins extracts from membrane 
(mb), soluble (sb) or whole cells (wh) fractions (A) or by 
immunocytochemistry (B) using anti-Xlenpp4 antibody. 
Immunofluorescence and corresponding brightfield images 
were recorded (400x).  
 
Phospholipid receptors are expressed in the 
developing pronephros along with the enpp4 
gene.  
 
As enpp4 protein is more related to the lipid-
hydrolysing enpp6 and 7 enzymes (11), we 
hypothesized that the roles of transmembrane-
bound enpp4 during pronephrogenesis might be 
linked to the lipidic signalling pathway. To test if 
these receptors might mediate enpp4 functions, we 
established the expression profiles of the Xenopus 
laevis phospholipid lpa and s1p receptor family 
members, identified in our previous study (40), by 
RT-PCR at key stages during kidney development 
in dissected developing pronephric tissues and 
contrasted it with expression of the enpp family 
members (Fig. 5A-C). The expression profile of the 
enpp genes is in agreement with our published in 
situ hybridization data and confirms the expression 
of enpp1, enpp2b, enpp4 and enpp6 during 
pronephrogenesis (11). Interestingly, weak 
expression of enpp4 and enpp6 are first detected in 
the embryonic kidney from stage 12.5 and both are 
upregulated by stage 26 and 30 respectively. This 
confirms the potential involvement of the enpp4 
protein during early pronephros development 
phases. This early expression of enpp4 in 
pronephric tissue was not detected by in situ 
hybridization in our previous study (11), but it is an 
accepted fact that detection of gene expression 
patterns by this technique is relatively insensitive. 
All lpa receptors, except lpar3 and 5, are expressed 
in pronephric tissues at a similar level from the time 
of kidney specification to late differentiation, 
confirming their ubiquitous expression profile 
during Xenopus embryogenesis (40). The s1p 
receptors display different expression profiles, with 
s1pr5 being the only family member to be 
expressed in the developing kidney at every stage 
analysed, especially in the presumptive pronephric 
tissue at stage 12.5. No such renal expression was 
detected by in situ hybridization in our previous 
study (40). This suggests that the pronephric level 
of expression of these lipidic receptors, especially 
s1pr5, is relatively low, under the in situ 
hybridization detection level.  
 
A novel s1pr5 gene was recently identified 
by X.laevis genome sequencing. Sequence analysis 
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studies revealed the two s1pr5 proteins share 96% 
of identity, suggesting these two s1pr5 genes are 
homeologs. According to the Xenopus gene 
nomenclature guidelines, we named this new gene 
s1pr5.b and the published s1pr5 gene (40), s1pr5.a 
gene. RT-PCR experiments demonstrate that 
s1pr5.b displays a more restricted expression 
profile in the adult frog than its homeolog gene 
(Fig.S6A, ref 40). However, the two s1pr5 genes 
display a very similar expression profile during 
X.laevis embryogenesis and are both expressed in 
the pronephric tissues (Fig.S6B).   
 
 
Fig.5. The enpp and the lipidic receptors, the lpar and s1pr, 
gene family members are expressed in the pronephros. 
Developing pronephric anlagen or pronephric tubules were 
dissected as indicated, from whole X. laevis embryos and total 
RNA extracted. RT-PCR was performed on pronephric 
dissected tissues and control whole embryos along with 
negative and linearity controls. (A) Comparative expression 
pattern of the enpp genes and pronephric and muscle marker 
genes controlling the quality of the dissections (B) 
Comparative expression profile of the lpa receptors (C) 
Comparative expression profile of the s1pr genes.  
 
Over-expression of s1pr5 enhances enpp4 
function to induce ectopic pronephros 
 
In order to identify whether a lipidic receptor 
is involved in the kidney phenotype induced by 
enpp4 misexpression, s1pr and lpar over-
expression analyses were carried out as described 
previously and kidney phenotypes assessed by 3G8 
and 4A6 antibody staining. 2ng of s1pr5.a, s1pr1, 
lpa1.1 and p2y10 mRNAs were injected alone or in 
combination with 1ng of enpp4 mRNA, half the 
amount used in optimized conditions to generate 
ectopic pronephros (Fig. 6A-D and S4A-F, Table 
S4). Only s1pr5.a mRNA co-injected with enpp4 
mRNA resulted in ectopic 3G8 and 4A6 staining 
(in 38% and 9% of the analysed embryos 
respectively, n=89; Fig. 6A-B; compare to Fig. 
S4A, C, E). Furthermore the size and frequency of 
the ectopic pronephroi was higher than with 
injections of 2ng of enpp4 alone (Fig. 1B-E). 
Statistical analysis confirmed that there are 
significant differences in 3G8 and 4A6 expression 
domains between enpp4+s1pr5.a mRNAs and 
enpp4 mRNA injected embryos (n=183, p<0,001 
and p<0,01; Table S4B). Injection of s1pr5.a 
mRNA alone resulted in no ectopic kidney 
formation with normal 3G8 and 4A6 staining in the 
majority of the embryos (73% and 81% 
respectively, n=52; Fig. 6C) whereas embryos 
injected with 1ng of enpp4 mRNA alone showed 
ectopic staining in rare cases (3G8; 5% and 4A6; 
5% respectively, n=94; Fig. 6D), explaining the 
observed ectopic kidney tissues in the other co-
injection experiments (Table S4A) and the 
statistical differences in pronephric phenotype 
between the receptor and enpp4 mRNAs and the 
receptor mRNA injected embryos (Table S4B). 
These results indicate that the presence of s1pr5 
enhanced enpp4 function to generate ectopic 
pronephros and that neither of the other receptors 
tested displayed this activity. 
 
The functions of enpp4 are mediated by the 
lipidic s1pr5 receptor 
 
To further confirm that s1pr5 is involved in 
pronephros development, we generated an anti-
sense MO against Xenopus s1pr5.a and s1pr5.b 
(Fig. S4G-H and S6C-D). Embryos injected with  
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Fig.6. Enpp4 pronephric functions are mediated by the s1pr5 receptor. Injected embryos were examined by 3G8/4A6 antibody 
staining. Double targeted injection of 2ng s1pr5.a mRNA and 1ng of enpp4 mRNA (A-B), single targeted injection of s1pr5.a (C) or 
of enpp4 (D) mRNA. Embryos injected with 15ng of s1pr5.a MO (E-F). Double targeted injection of 7.5ng of s1pr5.a MO and 5ng of 
enpp4 MO1 (G-H), single targeted injection of s1pr5.a MO (I) or of enpp4 MO1 (J). Double targeted injection of 15ng of s1pr5.a MO 
and 2ng of enpp4 mRNA (K) and 15ng of cMO and 2ng of enpp4 mRNA (L). An asterisk denotes the control uninjected side. An 
arrowhead indicates ectopic 3G8 staining.  
 
15ng of s1pr5.a MO displayed reduced 3G8 (in 37% 
of the injected embryos, n=43) and 4A6 staining (in 
60% of the injected embryos, n=43) Fig. 6E-F, 
Table S4). Similar phenotypes were observed 
following the injection of 15ng of s1pr5.b MO (Fig. 
S6E, Table S4A). These phenotypes are similar to 
the effects of enpp4 MOs injection. Statistical 
analyses confirmed that there are significant 
differences in 3G8 expression domain between 
s1pr5.a or s1pr5.b MO and control MO injected 
embryos (N=104 and N=133, p<0,001; Table S4B). 
A similar analysis demonstrated there are 
significant differences in 4A6 expression domain 
between s1pr5.a or s1pr5.b MO and control MO 
injected embryos (N=104, p<0,001 and N=133, 
p<0,01; Table S4B). These results suggest that 
s1pr5.a and s1pr5.b are required for normal 
pronephros formation in Xenopus. As both MO can 
alter the translation of both s1pr5 receptor genes 
(Fig.S6D), the phenotypes observed following 
injection of a single s1pr5 MO are unlikely due to 
partial depletion of s1pr5 functions.  
 
To examine potential synergistic effects, we 
carried out co-injection of 7.5ng of s1pr5.a MO 
together with 5ng of enpp4 MO1, half the 
concentration optimized for use in single injections 
(Fig. 6G-J, Table S4). By comparison, embryos  
 
injected with 7.5ng of s1pr5.a MO and 5ng of 
control MO and embryos injected with 5ng of 
enpp4 MO1 and 7.5ng of control MO were also 
analysed. As expected, embryos co-injected with 
s1pra.5 and enpp4 MOs generated the strongest 
phenotype and smallest pronephros, with strong 
reduction of 3G8 and 4A6 staining domains (in 
74% and 81% of the analysed embryos respectively, 
n=42; Fig. 6G-H). Enpp4 MO alone also caused 
strongly reduced 3G8 and 4A6 staining as 
previously shown (in 65% and 60% of the analysed 
embryos respectively, n=40; Fig. 6J), while the 
s1pr5.a MO alone reduced pronephric size in both 
3G8 and 4A6 domains, less frequently (in 22% and 
29% of the analysed embryos respectively, n=51; 
Fig. 6I). Although there are no significant 
differences in pronephric phenotype between 
enpp4 MO1+s1pr5.a MOs and enpp4 MO1 
injected embryos, we concluded that co-injection 
of s1pr5.a and enpp4 MOs showed additive effects 
on the inhibition of Xenopus pronephros 
development based on the size of the scored 
pronephros.  
 
To further analyse the link between enpp4 
and s1pr5, we carried out injection of 2ng of enpp4 
mRNA together with 15ng of s1pr5.a MO (Fig.6K-
L). Embryos co-injected with 2ng of enpp4 mRNA  
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Fig.7. Enpp4 specifically binds to the lysophospholipid, phosphatidylserine. PIP stripTM was incubated with membrane protein 
extracts from enpp4 over-expressing CHO cells and the bound enpp4 protein detected with anti-Xlenpp4 serum (A). Nitrocellulose 
membranes were spotted with increasing amount of PA or PS and incubated with membrane protein extracts from CHO cells transfected 
with enpp4-pcDNA3.1, with enpp4T72S-pcDNA3.1 or empty plasmid (control) and the bound proteins detected with anti-Xlenpp4 
serum (B-C). Abbreviations: LPA: lysophosphatidic acid; LPC: lysophosphocholine; PA: phosphatidic acid; PC: phospatidylcholine; 
PE: phosphatidylethanolamine; PS: phosphatidylserine; PtIns: phosphatidylinositol; S1P: shingosine-1-phosphate.   
 
and 15ng of control MO were also analysed. As 
expected, injection of s1pr5.a MO lowered the 
percentage of embryos displaying ectopic 3G8 and 
4A6 staining caused by enpp4 mRNA injection 
(17.5% and 0% respectively, n=40; Fig.6K; 
compared to 48% and 10%, n=50; Fig.6L). 
Furthermore, the size and number per embryos of 
these ectopic pronephroi was lower than with 
injection of 2ng of enpp4 and 15ng of cMO. 
Statistical analysis confirmed that there are 
significant differences in 3G8 expression domain 
between enpp4 RNA+s1pr5.a MO and enpp4 
RNA+control MO injected embryos (n=90, 
p<0,01) and that depletion of s1pr5.a receptor 
inhibits significantly the formation of ectopic 
proximal tubules formation caused by enpp4 over-
expression (Table S4B). These data indicate that 
the ectopic pronephric tissues induced by enpp4 
over-expression are due to the activation of the 
s1pr5 receptor. 
 
Enpp4 specifically interacts with the 
lysophospholipid phosphatidylserine 
 
To assess if enpp4 hydrolyses lipids and 
generates a ligand, which could bind to the s1pr5 
receptor, phospholipid binding was tested by 
protein lipid overlay assay using commercial pre-
spotted lipid membranes. Membranes were 
incubated with membrane proteins fractions from 
CHO cells transfected with Xlenpp4-pcDNA3.1 
and then probed with the anti-Xenopus enpp4  
 
antibody. Out of the 26 bioactive lipids tested, only 
phosphatidylserine (PS) and phosphatidic acid (PA) 
bound Xenopus enpp4 (Fig. 7A and data not 
shown). Further analysis showed that only PS is 
specifically bound by Xenopus enpp4 since control 
CHO cells transfected with the empty pcDNA3.1 
vector protein fractions bound to PA (Fig. 7B). 
Moreover, this interaction is abolished when the 
putative catalytic site is mutated as no specific 
binding to PS is observed with membrane proteins 
fractions from CHO cells transfected with 
Xlenpp4T72S-pcDNA3.1 (Fig.7C). This data 
suggests that enpp4 specifically interacts with PS 
and might be involved in lipid metabolism. We 
then tried to determine the enzymatic activity of 
Xenopus enpp4. However, we could not detect any 
lipid derivatives, e.g. DAG, PA or LysoPS, which 
could be generated from the hydrolysis of PS in the 
membrane proteins fractions from CHO cells over 
expressing enpp4. These data suggest that enpp4 
does not have PLA, PLC or PLD activity towards 
PS.  
 
  Discussion  
 
This paper reports newly identified and 
unexpected roles of the ectonucleotidase enpp4 
during vertebrate kidney development. Although 
this protein has been conserved during evolution, 
no data regarding its physiological functions has 
been reported. Our work provides the first evidence 
in vivo of a key developmental function for this 
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protein during nephrogenesis and emphasizes the 
importance of the lipidic pathways in the kidney. 
Moreover, our findings bring a novel molecular 
mechanistic understanding for pronephric 
development (Fig. 8).  
 
We previously demonstrated that enpp4 is 
expressed from tadpole stages (11), but our present 
data demonstrate that low but significant levels of 
enpp4 can be detected at the time of proximal 
tubule specification (41). Moreover, our data 
demonstrates that enpp4 is involved in the early 
phases of kidney development by regulating the 
expression level of two of the early nephrogenic 
transcription factors, lhx1 and pax8. As lhx1 is 
necessary for the early patterning of the entire 
kidney and subsequently growth and elongation in 
the development of the pronephric tubules (42, 43), 
the reduction of lhx1 expression can explain the 
formation of the small pronephros in enpp4 MO 
injected embryos. We also demonstrate that enpp4 
is sufficient to generate kidney, but only from 
lateral mesoderm and not in ectopic non-lateral 
positions. This is in agreement with the failure to 
detect any pronephric tissues in animal caps over-
expressing enpp4 (data not shown). This suggests 
that the lateral mesoderm must contain either the 
receptor or the substrate necessary for enpp4 
function. 
 
The ectopic kidneys formed from enpp4 
over-expression consist of tubular structures and 
are patterned along their proximal/distal axis. 
Moreover, in some rare cases, there is a complete 
mini-duplication of the entire pronephros. This 
surprising phenotype could be explained by the up-
regulation of the patterning Wnt, Notch and RA 
signalling pathways member expression by enpp4. 
As lhx1 and pax8 may be direct targets of RA 
signalling (36), the activation of these early 
pronephric markers by enpp4 over-expression via 
RA signalling increase could lead to the formation 
of ectopic pronephroi (44). Subsequently, RA 
increase could pattern these ectopic tubules, as it 
has been recently shown that an RA gradient 
regulates zebrafish pronephric nephron 
segmentation patterning (37). However, in 
Xenopus pronephros, RA signalling increases 
expression level of distal tubules markers, 
suggesting this signalling pathway promotes distal 
tubules formation (45). Moreover, RA signalling 
also regulates the expression of members of the 
Notch pathway (46), which can subsequently 
activate wnt4 expression (33), which then functions 
to pattern the proximal pronephros. Our data 
demonstrate that rnfg is involved in mediating 
enpp4 signalling, probably by its ability to modify 
Notch-ligand interactions (47). Therefore, we can 
speculate that enpp4 acts upstream or in parallel to 
RA signalling which acts upstream of Notch and 
Wnt signalling pathways (see model Fig.8). As 
enpp4 expression was unchanged in animal caps 
treated with RA compared to control caps (data not 
shown), this supports the hypothesis that enpp4 
might act upstream of the RA signalling pathway.  
 
A key question is how the mis-expression of 
enpp4, an ectonucleotidase, can alter gene 
expression. Phosphatidylserine translocation from 
the inner leaflet to the outer leaflet of the cell 
membrane is a well-known indicator of apoptosis 
(48). However, recent studies have shown that 
transient and reversible cell surface PS distribution 
can be part of physiological and developmental 
processes such as myotube formation during 
muscle differentiation (49). Therefore, enpp4 could 
bind to PS in the extracellular space during 
physiological pronephric development. The 
enzymatic activity of transmembrane-bound enpp4 
is essential for the renal phenotype, suggesting that 
the kidney phenotypes are due to an excess or 
shortage of enpp4 generated products in the 
extracellular space inducing cell responses via the 
activation of the s1pr5 lipidic receptor. However, 
our biochemical evidences strongly suggest that the 
enpp4 kidney phenotype is not linked to either the 
ligand phospholipid LPA or S1P. Moreover, no 
additive effects between enpp4 and the LPA and 
S1P activated lpa1.1, p2y10 and s1pr1 receptors 
(19) were observed and lipid soaking or lipid-
coating beads implantation experiments failed to 
reproduce the ectopic pronephroi phenotype 
induced by enpp4 over-expression (data not 
shown). Finally, the mis-expression of enpp6 
enzymes generating S1P (28) resulted in 
completely different phenotypes to those caused by 
enpp4 mRNA and MO injection.  
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Fig.8. Proposed model of how enpp4/s1pr5 controls pronephros patterning. During normal pronephric development (A), in the 
extracellular space, enpp4 binds to the phosphatidylserine close to or in its catalytic site (   ) which can then either interact with the 
s1pr5 or produce a novel ligand X, able to bind to this receptor. The activation of s1pr5 leads to the up-regulation of lhx1/pax8 
pronephric markers in the kidney field either by acting upstream of RA signalling pathway or by acting directly via the ERK or calcium 
pathways. High RA levels will then activate Notch pathway and subsequently wnt4 expression in the proximal pronephric regions, 
whereas RA will promote distal tubules formation. The mechanism by which s1pr5 activation directs the expression domains of these 
genes remains to be confirmed. Enpp4 and s1pr5 over-expression (B) leads to expanded and ectopic expression domains for both the 
Notch and RA pathway genes and wnt4. These changes in patterning gene expression domains induce the formation of enlarged 
pronephric segments and ectopic pronephric tubules.
  
The fact that the observed kidney phenotype 
might be due to a non catalytic effect of enpp4 
might be puzzling and unexpected, especially since 
enpp6, a closely related protein to enpp4, has been 
suggested to play major renal physiological role 
through its enzymatic functions (28). However, 
specific functions of other enpps have been shown 
to be independent of their enzymatic activity. Anti-
insulin effects of enpp1 are due to its direct 
interaction with insulin receptor and its 
phosphodiesterase activity is not involved in the 
inhibition of insulin receptor autophosphorylation 
(50, 51). Enpp2 can regulate myelination by 
modulating oligodendrocyte-extracellular matrix 
interactions, an action which is independent of its  
catalytic activity (52). Additionally, rat enpp5, 
might play a role in neuronal cell communications  
 
by mediating proteins interactions independent of 
its enzymatic activity (53). It is therefore possible 
that enpp4 does not hydrolyze PS but its interaction 
with PS is necessary for the activation of enpp4 and 
subsequently of the s1pr5 receptor. For example, 
PS can bind PKC and this complex would interact 
with DAG inducing conformational changes and 
activation of the PKC enzyme, which is involved 
in kidney formation and renal diseases (54-56). 
This possibility is in agreement with our 
biochemical analysis. We were unable to detect any 
of the predicted products of PS hydrolysis. 
Although, we cannot rule out that we failed to 
characterize enpp4 enzymatic activity and that 
enpp4 will generate a bioactive lipid, other than 
S1P, which is able to bind to the s1p5r, the most 
divergent member of the s1pr family (40).  
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Although signaling through S1PR5 has been 
poorly studied, the activation of the S1P5 receptor 
has been linked to an intracellular calcium increase 
and inactivation of the ERK pathway (57-58). The 
calcium and ERK pathways are both involved in 
pronephric field formation (59-60). The increase of 
ERK signaling inhibits lhx1 and pax8 expression in 
the kidney field (60). Moreover, RA signaling is 
involved in this fine ERK signaling tuning, crucial 
for kidney field establishment. Interestingly, RA 
signalling has also been shown to regulate 
sphingolipid metabolism (46, 61,62). Furthermore, 
as ENPP4 stimulates platelet aggregation (15) and 
PS exposure is responsible for the platelet 
procoagulant activity, it may be necessary to 
further investigate our proposed model between PS 
and ENPP4 during platelet aggregation.  
 
We demonstrate that mouse Enpp4 can fulfil 
Xenopus enpp4 functions during pronephrogenesis.. 
Enpp4 is expressed in all the kidney forms in all 
vertebrate classes, suggesting functional roles for 
this protein not only in pronephros but also in the 
mesonephros and metanephros. ENPP4 is 
expressed in human metanephros and kidney 
tumors (data from Unigene Hs643497). Human 
ENPP4 is localised on the chromosome 6 at the 
position 6q21.1 close to the gene RUNX2 (NCBI 
website). Cleidocranial dysplasia (CCD) is an 
autosomal-dominant skeletal dysplasia syndrome 
caused by mutations of RUNX2 (63). A recent 
study reported the case of a child with CDD and 
crossed renal ectopia (64). It is unlikely that the 
kidney phenotype is linked to RUNX2 gene 
mutations, since no other cases of CDD with 
kidney defects have been reported. Although no 
molecular genetics have been performed in this 
family due to the lack of available genetic material, 
we could speculate this ectopic kidney might be 
attributable to alterations of the ENPP4 gene locus. 
This would suggest that mammalian kidney 
formation might be regulated by a similar 
molecular mechanism demonstrated in this work in 
the Xenopus pronephros. Although no other studies 
regarding enpp4 function have been reported, 
ENPP4 expression increase has been reported in 
deceased donor kidney biopsies with delayed graft 
function after kidney transplantation (65). 
Moreover, the S1PR5 receptor is also expressed in 
the human metanephros and kidney tumors 
(Unigene Hs.501561).  
 
We propose a potentially novel model of 
action of the lipidic pathway in kidney physiology, 
implicating either bioactive lipids distinct from 
LPA and S1P molecules or a novel non-catalytic 
interaction. The fact that a S1P receptor might be 
activated other than by S1P binding may explain 
the recent polemic regarding the beneficial actions 
of FTY720 in renal pathologies (24). Moreover, 
our study raises potentially fascinating possibilities 
regarding regenerative therapies for renal diseases. 
As therapies for acute renal failure are still lacking, 
the identification of a novel pathway enabling the 
generation of ectopic kidneys may provide useful 
insights to therapeutics that enhance human renal 
regeneration. Whether this hypothesis is correct 
remains to be tested in future studies and 
generation of knock-out mice might be necessary 
to confirm or bring new insights on enpp4 
functions in mammalian nephrogenesis. 
 
Experimental procedures 
 
Ethics Statement 
The work was carried out under a UK Home 
Office-approved animal procedures project licence 
and approved by the University of Warwick 
Biological Ethics Committee. 
 
Enpp4 Cloning and Site-Directed Mutagenesis  
The Xenopus wild type enpp4 cDNA (Accession 
number: BC 079717) was cloned into pcDNA3.1 
Mouse enpp4 cDNA (Accession number: 
BC027749) was cloned into pCS2+ and 
pcDNA3.1. Site directed-mutagenesis of the 
Xenopus wild type enpp4 was performed by PCR 
and the final PCR product inserted into pCS2+ and. 
pCDNA3.1. Detailed protocols are given in the 
Supplementary information.   
 
mRNA synthesis and morpholino 
oligonucleotides 
Capped mRNAs were synthesized using 
mMESSAGE mMACHINE Kits (Ambion) from 
linearized plasmids. Plasmids used were Xenopus 
enpp4-pRNA3 (clone BC079717); mouse Enpp4-
pCS2+; Xenopus mutant enpp4-pCS2+; Xenopus 
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s1p5r.a-pCS2+ (clone DC111014); Xenopus 
s1p1r-pCMV-Sport6 (clone BC074356); Xenopus 
p2y10-pCMV-Sport6 (clone BC084356) and 
Xenopus rfng-pCMV-Sport 6 (see 33). enpp4 MO1 
(5’-atgaaaacccttccaaacatcttga-3’), enpp4 MO2 (5’-
gaaatgtcacacacgcagctcctat-3’), enpp6 MO (5’-
aacgtgctgtacttagccatgccac-3’), s1pr5.a MO (5’-
catggtttcgtcaatcctttatttc-3’), s1pr5.bMO (5’-
catggttcagtcaatgctttatctc-3’), rfng MO (33) and 
random control MO (cMO) were designed and 
supplied by GeneTools, LLC. The position of the 
enpp4 and s1pr5.a and b MOs in relation to their 
respective cDNAs is indicated in the 
Supplementary information.  
 
Embryo culture, dissection, microinjections and 
lineage staining.  
Xenopus embryos were staged according to 
Nieuwkoop and Faber, 1994 (66). Kidney and 
pronephric anlagen dissections were performed in 
BarthX as previously described (41). Each 
individual sample was injected into the lateral 
marginal zone of a ventral-vegetal blastomere (V2) 
at the 8-cell stage, along with LacZ (250pg) mRNA 
as a lineage tracer, to target the pronephros. 
Injected embryos were cultured to various 
developmental stages, fixed in MEMFA and 
stained for β-galactosidase activity to identify 
correctly targeted embryos. Only embryos that had 
normal pronephros formation on the uninjected 
side and correctly targeted β-galactosidase staining 
on the injected side were scored.  
 
Analysis of molecular marker expression in 
embryos 
Wholemount immunohistochemistry was 
performed using 3G8 and 4A6 monoclonal 
antibodies as previously described (30). Whole-
mount in situ hybridization was carried out as 
previously described (67). Anti-sense digoxigenin 
(DIG)-labelled RNA probes were synthesized from 
linearized template plasmids (33, 68, 69). Either 
BM purple (Roche Applied Science) or NBT/BCIP 
(Roche Applied Science) or Fast Red/ Napthol 
AS/MX (Sigma) was used for the colour reaction. 
After bleaching, embryos were photographed with 
a magnification of x10 for whole stage 41 embryos; 
x20 for whole gastrula, neurula and early 
organogenesis stages embryos and x32 for 
pronephric region.  
 
Statistical analysis 
All experiments were repeated several times and 
pronephric phenotypes were determined by 
comparing the injected and uninjected sides blind-
coded. The percentages of the embryos displaying 
the discussed phenotypes are given in the text in 
bracket along with the total number of analysed 
embryos. All raw data and statistical analyses are 
presented in the Supplementary information Tables 
S1-5. Each experiment was statistically pairwise 
analysed as indicated in the Supplementary tables. 
Chi-square statistic test was performed for each 
experiment. However, as the criteria for this 
statistical test were not fulfilled, Fisher’s Exact 
Test was therefore used. FDR multiple testing 
correction was then applied to all statistical 
analyses. Chi-square and Fisher’s Exact Tests were 
performed using the R statistical software.  
 
Acrylamide embedding, cryostat sectioning and 
Hoechst staining 
X.laevis embryos were embedded sectioned at 
18m thickness and nuclear Hoechst staining 
performed as described previously (70). 
 
RT-PCR  
RT-PCR reactions were carried out on whole or 
dissected X.laevis embryos as described previously 
using the housekeeping gene odc as loading control 
(71, 72). Quality of pronephric tissues dissections 
was assessed by amplification of the kidney 
markers lhx1 and pax8 and of the muscle marker 
myf5. Amplification conditions and primers 
sequences for the enpp, lpar, s1pr, lhx1 and pax8 
genes have been previously published (11, 40, 72). 
Myf5 was amplified using the forward primer, 5’-
actactacagtctcccaggacaga-3’ and the reverse 
primer, 5’-agagtctggaatagggagggagca-3’, with the 
annealing temperature of 60°C and 29 cycles.  
 
Cell culturing and transient transfection  
Chinese hamster ovary (CHO) cells were cultured 
in HAMs F-12 (Gibco BRL) containing 10% 
Foetal serum, NaHCO3 at 1.176g/l, 2mM of 
glutamine, 5U/ml penicillin and 37.8U/ml 
streptomycin during 48 hours before transfection. 
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Cells were then transfected for 24 hours using the 
reagent Turbofect (Fermentas) with 1g of the 
eukaryotic constructs. The transfection medium 
was then removed and replaced with culture 
medium. Approximately 48h post transfection, 
cells were fixed or harvested for analyses. As a 
control, CHO cells were transfected with empty 
vector pcDNA3.1.  
 
Anti-enpp4 antibody production  
The anti-Xl enpp4 polyclonal antibody was raised 
in rabbits by direct intramuscular injection of the 
Xenopus laevis wild type enpp4-pcDNA3.1 
plasmid followed by electroporation (Aldevron, 
LLC, USA). Rabbits were immunised 3 times, at 
day 0, day 28 and 56 and terminal bleed performed 
at day 70.  
 
Immunocytochemistry 
Immunocytochemistry was carried out on fixed 
unpermeabilised cells with polyclonal antibody 
anti-Xlenpp4 used at 1/200 and anti-rabbit IgG 
FITC (Sigma) at 1/80. The staining was recorded 
using a Nikon Optiphot/ Diginet camera system. 
Photographs were taken at a magnification of 400. 
  
Electrophoresis and Western Blot  
Native membrane proteins were extracted from 
transfected cells using the ProteoExtract® Native 
Membrane Protein Extraction Kit (Calbiochem). 
Proteins from whole cells and from the membrane 
and soluble fractions were separated on a 12% 
SDS-PAGE protein gel. Part of the gel was stained 
with Coomassie blue and processed for mass 
spectrometry analysis (Pôle Protéomique, 
Plateforme Génomique Fonctionnelle de Bordeaux, 
Université de Bordeaux) and the other was 
transferred onto a PVDF membrane (Bio-rad) 
overnight at 4°C. To limit non-specific binding, the 
anti-Xlenpp4 antibody was pre-absorbed on 
untransfected CHO cells. The membrane was 
incubated overnight at 4°C with 1:200 dilution of 
enpp4 antiserum, washed and incubated in goat 
anti-rabbit IgG peroxidase secondary antibody 
(Sigma, dilution 1/2000) for 30 minutes at 20°C. 
After several washes, immunoreactivity was 
detected by chemiluminescence (Western lighting 
Chemiluminescence Reagent Plus, Perkin Elmer).  
 
Lipid binding assay 
Hydrophobic membrane prespotted with bioactive 
lipids (ShingoStripsTM S-6000 and Membrane 
Lipids StripsTM S-6002; Echelon Biosciences) were 
blocked 1 hour at 20°C with 1% BSA in Tris-
buffered saline 0.05% Tween-20 (TBST). All 
subsequent washes were performed in TBST. Blots 
were overlaid with proteins extracts from 
membrane fractions of CHO cells transfected with 
enpp4-pcDNA3.1 or empty vector (dilution 1/30) 
in blocking buffer overnight at 4°C.  Membranes 
were washed and incubated with preabsorbed 
enpp4 serum (dilution 1/200) for 6 hours at room 
temperature. After several washes, the membranes 
were incubated with goat anti-rabbit IgG 
peroxidase secondary antibody for 30 minutes at 
room temperature, washed and developed using 
enhanced chemiluminescence. To confirm the 
observed binding, nitrocellulose Hybond-C extra 
(GE Healthcare) membranes were spotted with 0 to 
200 M of PA (Sigma P-9511) or PS (Sigma P-
6641) diluted into a mix of MeOH/CHCl3/H2O 
(2/1/0.8, v/v). Dried membranes were then treated 
as described above.  
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Figures, tables and legends for supplementary information 
 
 
 
Fig.S1. No change in mesoderm formation caused by enpp4 overexpression (related to Fig.1). Embryos targeted 
with 2ng of enpp4 and 250 pg of LacZ mRNAs were examined by whole mount in situ hybridization with the myh4 (A) 
and xbra (B) probes at stages 32 and 10.5 respectively. The asterisk denotes the uninjected side of each embryo. The 
arrow in B indicates the injection site marked by the red-gal staining.  
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Fig.S2. enpp4 MO1 and 2 specificity and phenotypes caused by injection of enpp4 MO2 (related to Fig.2). (A-C) enpp4 MO1 and 
2 specifically inhibited Xenopus enpp4 translation. (A) Alignment of the 5’UTR of Xenopus (Xl) and mouse (Mm) enpp4 sequences 
and position of enpp4 MO1 and 2 in relation to Xenopus enpp4 cDNA. The ATG is indicated in bold and identical nucleotides by dots. 
Only 12 nucleotides over the whole enpp4 MO1 sequence are conserved between the two species. The sequences over the whole enpp4 
MO2 are even less conserved between the two species since this MO is located only in the 5’UTR. (B) Xenopus enpp4 but not mouse 
enpp4 translation was blocked by enpp4 MO1 and 2. Autoradiograph of a 10% SDS-PAGE gel of in vitro translated 35S-Methionine 
radiolabeled enpp4 proteins. Capped synthetic enpp4 RNA was translated in vitro in the Rabbit Reticulocyte Lysate System (Promega) 
according to manufacturer’s protocol. Lane 1: Translation of Xenopus enpp4 mRNA (0.5 g) produced a protein of 51 kDa. Lane 2: 
Translation of mouse enpp4 mRNA (0.5 g) produced a protein of 51 kDa. Lane 3: Translation of Xenopus enpp4 mRNA was severely 
affected by the addition of 10 g of enpp4 MO1. Lane 4: Translation of mouse enpp4 was unaffected by enpp4 MO1. Lane 5: 
Translation of Xenopus enpp4 mRNA was severely affected by the addition of 10 g of enpp4 MO2. Lane 6: Translation of mouse 
enpp4 was unaffected by enpp4 MO2. (C) enpp4 MO1 is specific to enpp4 mRNA. Autoradiograph of 10% SDS-PAGE gel of in vitro 
translated 35S-Methionine radiolabeled Xenopus enpp2 and 6 proteins. Xenopus enpp2 and 6 RNAs were translated in vitro in the 
Rabbit Reticulocyte Lysate System (Promega) according to manufacturer’s protocol. Lane 1: Translation of Xenopus enpp2 mRNA 
(0.5 g) produced a protein of 99 kDa. Lane 2: Translation of Xenopus enpp2 is unaffected by the addition of 10 g enpp4 MO1. Lane 
3: Translation of Xenopus enpp6 mRNA (0.5g) produced a protein of 51 kDa. Lane 4:  Translation of Xenopus enpp6 is unaffected 
by the enpp4 MO1. Mm: Mus musculus; Xl: Xenopus laevis. (D-E) Microinjection of enpp4 MO1 did not alter general mesoderm 
formation. Embryos injected with 10ng of enpp4 MO1 at 8-cell stage were examined by whole mount in situ hybridization with the 
myh4 (D) and xbra (E) probes at stage 32 and at stage 10.5 respectively. Asterisk denotes uninjected sides. The arrow in (E) indicates 
the site of injection marked by red-gal staining. (F-N) Microinjection of enpp4 MO2 resulted in similar phenotypes to the ones induced 
by injection of enpp4 MO1. Embryos injected with 10ng of enpp4 MO2 at 8-cell stage were examined by 3G8/4A6 antibody staining 
at stage 40 (F and G) or whole mount in situ hybridization with the following probes: slc5a1.1 (H), slc12a1 (I and J) at stage 37/38; 
lhx1 at stage 28, 23 and 14 (K, L and M respectively) and pax8 at stage 14 (N). Embryo shown in (J) was co-injected with 2ng of 
mouse enpp4 mRNA for rescue experiment. Asterisk denotes uninjected sides. Arrowheads indicate ectopic staining of marker gene.  
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Fig.S3. Phenotypes caused by the co-injection of the enpp4 and enpp6 MOs or enpp4 MO and enpp6 mRNA (related to Fig.2). 
Injection of enpp6 mRNA, but not enpp6 MO, worsened the pronephric phenotypes caused by enpp4 knock-down. Injected embryos 
were harvested at stage 41, and analyzed by 3G8/4A6 antibody staining. (A) Embryo injected with 10ng of enpp4 MO2 and 20ng of 
enpp6 MO. (B) Embryo injected with 10ng of enpp4 MO2 and 20ng of control MO. (C) Embryo injected with 20ng of enpp6 MO and 
10ng of control MO. (D) Embryo injected with 2ng of enpp6 mRNA and 10ng of enpp4 MO. (E) Embryo injected with 2ng of enpp6 
RNA and 10 ng of control MO. Asterisk denotes uninjected sides.  
 
 
Fig.S4. Phenotypes caused by co-injection of enpp4 or rfng mRNA and MO (related to Fig.3). Injection of rfng MO did not prevent 
ectopic pronephros formation caused by enpp4 over-expression whereas co-injection of enpp4 MO and rfng mRNA altered ectopic and 
endogenous pronephros formation. Injected embryos were harvested at stage 40, and analyzed by 3G8/4A6 antibody staining. (A) 
Embryo injected with 2ng of enpp4 mRNA and 20ng of rfng MO. (B) Embryo injected with 2ng of enpp4 mRNA and 20ng of control 
MO. (C, D) Embryo injected with 2ng of rfng mRNA and 10ng of enpp4 MO2. (E) Embryo injected 2ng of rfng mRNA and 10ng of 
control MO. Asterisk denotes uninjected sides. Black arrowheads indicate 3G8 ectopic staining and white arrowheads 4A6 ectopic 
staining. 
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Fig.S5. Phenotypes caused by injection of s1pr1, lpar1.1 and p2yr10 mRNA and in vitro test of the s1pr5a MO specificity (related 
to Fig.6). (A-F) Microinjection of s1pr1, lpar1.1 and p2yr10 mRNA did not induce ectopic pronephros even when co-injected with 
enpp4 mRNA. Injected embryos were harvested at stage 40, and analyzed by 3G8/4A6 antibody staining. (A) Embryo injected with 
2ng of s1pr1 mRNA and 1ng of enpp4 mRNA. (B) Embryo injected with 2ng of s1pr1 mRNA. (C) Embryo injected with 2ng of lpar1.1 
mRNA and 1ng of enpp4 mRNA. (D) Embryo injected with 2ng of lpar1.1 mRNA. (E) Embryo injected with 2ng of p2yr10 mRNA 
and 1ng of enpp4 mRNA. (F) Embryo injected with 2ng of p2yr10 mRNA. Asterisk denotes uninjected sides. (G-H) s1pr5a MO 
specifically inhibited Xenopus s1pr5a translation. (G) Alignment of the 5’UTR of Xenopus (Xl) and mouse (Mm) s1pr5 sequences and 
position of s1pr5.a MO in relation to Xenopus s1pr5.a cDNA. The ATG is indicated in bold and identical nucleotides by dots. Only 8 
nucleotides over the whole s1pr5.a MO sequence are conserved between the two species. (H) Xenopus s1pr5.a but not mouse s1pr5 
translation was blocked by s1pr5.a MO; autoradiograph of a 10% SDS-PAGE gel of in vitro translated 35S-Methionine radiolabeled 
s1pr5 proteins. Capped synthetic s1pr5 RNA was translated in vitro in the Rabbit Reticulocyte Lysate System (Promega) according to 
manufacturer’s protocol. Lane 1: Translation of Xenopus s1pr5.a mRNA (1 g) produced a protein of 43 kDa. Lane 2: Translation of 
mouse s1pr5 mRNA (1 g) produced a protein of 42 kDa. Lane 3: Translation of Xenopus s1pr5.a mRNA was severely affected by 
the addition of 10 g of s1pr5.a MO. Lane 4: Translation of mouse s1pr5 was unaffected by s1pr5.a MO.  
Mm: Mus musculus; Xl: Xenopus laevis 
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Fig.S6. Expression profile of the sp1r5.b receptor gene, in vivo test of MO specificity and phenotypes caused by its knock-down 
(related to Fig.6). A. The s1pr5.b receptor displays a restricted expression profile in the adult frog and is expressed in the mesonephric 
tissue. Adult tissues were dissected and total RNA from adult tissues were extracted using Trizol (Invitrogen) following the 
manufacturer’s protocol. RT-PCR was performed along with negative controls. B. The novel s1pr5.b receptor is expressed in the kidney 
with an expression profile similar to its homelog, the s1pr5.a receptor. X.laevis embryos were dissected and total RNA extracted. RT-
PCR was performed on dissected tissues and control whole embryos along with negative controls. S1pr5.b was amplified using the 
following primers (forward primer, 5’- ggaggtctcgttgctgtctc -3’ and the reverse primer, 5’- cggtagctcctcgtgtaacc -3’) with the annealing 
temperature of 53°C and 32 cycles,. Each RT-PCR product was sequenced to confirm the specificity of the amplifications. C. 
Alignment of the 5’UTR of X.laevis s1pr5.a and s1pr5.b sequences and position of s1pr5.a and s1pr5.b MOs. The ATG is indicated 
in red and identical nucleotides by dots. Only 4 nucleotides over the whole MOs sequences differ between the two genes. D. Efficacy 
of the s1pr5.b and s1pr5.a MOs. Schematic representation of the GFP fusion proteins containing the 5’UTR and part of the coding 
region of s1pr5.a and s1pr5.b. The position of the s1pr5.a and s1pr5.b MO are indicated. Xenopus embryos were injected with the 
s1pr5.a-GFP, s1pr5.b-GFP and GFP mRNAs at one cell stage followed by unilateral injections of s1pr5.a, s1pr5.b and control MOs 
in presence of LacZ mRNA at 2-cell stage. GFP+ positive embryos were sorted at stage 16 and stained for -galactosidase activity. The 
numbers of embryos GFP+ fluorescent on one side and LacZ+ on the opposite side and the percentage of efficiency of the different 
MOs to inhibit in vivo the translation of the different mRNAs are indicated in the table. E. Microinjection of s1pr5.b MO induces a 
similar kidney phenotype than the microinjection of the s1pr5.a MO. Injected embryos were harvested at stage 41, and analyzed by 
3G8/4A6 antibody staining. (A) Embryo injected with 15ng of s1pr5.b MO (B) Embryo injected with 15ng of s1pr5.a MO. (C) Embryo 
injected with 15ng of control MO. Asterisk denotes uninjected sides. 
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Table S1A  
     
Phenotypes 
    
Total 
number of 
scored 
embryos  Figure Injection 
Marker 
analysed Normal Enlarged Reduced Absent Ectopic 
1B-E enpp4 mRNA 2ng 3G8 51% 18% 8% 0% 23% 91 
1B-E enpp4 mRNA 2ng 4A6 69% 20% 9% 0% 2% 91 
1M Mouse enpp4 mRNA 2ng 3G8 30% 0% 13% 2% 55% 63 
1M Mouse enpp4 mRNA 2ng 4A6 51% 19% 17% 2% 11% 63 
1N enpp4 T72S mRNA 2ng 3G8 76% 2% 22% 0% 0% 66 
1N enpp4 T72S mRNA 2ng 4A6 79% 0% 21% 0% 0% 66 
 enpp4 T72A mRNA 2ng 3G8 68% 2% 29% 0% 1% 62 
 enpp4 T72A mRNA 2ng 4A6 82% 0% 18% 0% 0% 62 
1O enpp4 D36N mRNA 2ng 3G8 77% 9% 13% 0% 1% 69 
1O enpp4 D36N mRNA 2ng 4A6 90% 1% 9% 0% 0% 69 
 enpp4 D189N mRNA 2ng 3G8 75% 3% 10% 5% 7% 76 
 enpp4 D189N mRNA 2ng 4A6 90% 1% 5% 4% 0% 76 
 LacZ mRNA 250pg 3G8 91% 0% 9% 0% 0% 57 
 LacZ mRNA 250pg 4A6 93% 0% 7% 0% 0% 57 
1P enpp4 mRNA 2ng slc5a1.1 47% 14% 9% 0% 30% 57 
 LacZ mRNA 250pg slc5a1.1 94% 0% 5% 1% 0% 64 
1Q enpp4 mRNA 2ng slc12a1 53% 25% 5% 0% 17% 57 
 LacZ mRNA 250pg slc12a1 98% 0% 2% 0% 0% 64 
1R enpp4 mRNA 2ng clcnkb 69% 19% 12% 0% 0% 58 
 LacZ mRNA 250pg clcnkb 94% 0% 3% 3% 0% 64 
1S enpp4 mRNA 2ng gata3 40% 2% 58% 0% 0% 43 
 LacZ mRNA 250pg gata3 89% 0% 11% 0% 0% 37 
1T enpp4 mRNA 2ng wt1 44% 34% 22% 0% 0% 59 
 LacZmRNA 250pg wt1 96% 1% 3% 0% 0% 88 
1U enpp4 mRNA 2ng nphs1 37% 25% 34% 1% 3% 88 
 LacZmRNA 250pg nphs1 96% 0% 4% 0% 0% 54 
1V enpp4 mRNA 2ng lhx1 39% 61% 0% 0% 0% 51 
 LacZmRNA 250pg lhx1 96% 1% 3% 0% 0% 79 
1W enpp4 mRNA 2ng pax8 28% 70% 0% 0% 2% 50 
 LacZmRNA 250pg pax8 97% 0% 3% 0% 0% 74 
1X enpp4 mRNA 2ng lhx1 65% 20% 15% 0% 0% 46 
 LacZ mRNA 250pg lhx1 67% 9% 24% 0% 0% 42 
1Y enpp4 mRNA 2ng pax8 29% 17% 34% 0% 20% 70 
 LacZ mRNA 250pg pax8 60% 3% 37% 0% 0% 57 
S1A enpp4 mRNA 2ng myh4 100% 0% 0% 0% 0% 55 
 LacZmRNA 250pg myh4 98% 0% 0% 0% 2% 54 
S1B enpp4 mRNA 2ng xbra 85% 0% 15% 0% 0% 46 
 LacZmRNA 250pg xbra 88% 0% 12% 0% 0% 52 
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Table S1B: 
 
 
Table S1C: 
 
 
Table S1. Scoring analysis of kidney phenotypes in embryos over-expressing enpp4 mRNAs (related to Fig.1 and S1). (A) Results 
from immunohistochemistry and in situ hybridization of injected embryos. Embryos were injected with enpp4 wild type or mutant 
RNA. Embryos were scored for differences between the injected side (identified by Blue or Red Gal staining) and uninjected side 
acting as contra-lateral control side. Only the pronephros phenotype on the injected side is indicated. (B) Statistical analyses for the 
enpp4 over-expression experiments. Each single experiment was scored against the LacZ injected embryos. The FDR multiple testing 
correction was applied to all Fisher’s Exact Test and a standardized value is given for the calculated p value. NS: not significant. (C) 
Statistical analyses of the results for the enpp4 mutant injection experiments. The mutant enpp4 embryos were scored against the enpp4 
mRNA injected embryos. The FDR multiple testing correction was applied to all Fisher’s Exact Test and a standardized value is given 
for the calculated p value. NS: not significant 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 
compared 
Injections compared Marker Statistical test Number of 
embryos 
p-value  
(with FDR correction) 
1B-E enpp4/LacZ 3G8 Fisher’s exact 148 0.001 
1B-E enpp4/LacZ 4A6 Fisher’s exact 148 0.001 
1M Enpp4(mouse)/LacZ 3G8 Fisher’s exact 120 0.001 
1M Enpp4(mouse)/LacZ 4A6 Fisher’s exact 120 0.001 
1P enpp4/LacZ slc5a1.1 Fisher’s exact 121 0.001 
1Q enpp4/LacZ sclc12a1 Fisher’s exact 121 0.001 
1R enpp4/LacZ clcnkb Fisher’s exact 122 0.001 
1S enpp4/LacZ gata3 Fisher’s exact 80 0.001 
1T enpp4/LacZ wt1 Fisher’s exact 147 0.001 
1U enpp4/LacZ nphs1 Fisher’s exact 142 0.001 
1V enpp4/LacZ lhx1 (st28) Fisher’s exact 130 0.001 
1W enpp4/LacZ pax8 (st28) Fisher’s exact 124 0.001 
1X enpp4/LacZ lhx1 (neurula) Fisher’s exact 88 NS 
1Y enpp4/LacZ pax8 (neurula) Fisher’s exact 128 0.001 
S1A enpp4/LacZ myh4 Fisher’s exact 109 NS 
S1B enpp4/LacZ xbra Fisher’s exact 98 NS 
Figure compared  Injections compared Marker Statistical test Number of 
embryos 
p-value 
(with FDR correction) 
1N/1C enpp4T72A/enpp4 3G8 Fisher’s exact 153 0.001 
1N/1C enpp4T72A/ enpp4 4A6 Fisher’s exact 153 0.001 
1N/1C enpp4T72S/ enpp4 3G8 Fisher’s exact 157 0.001 
1N/1C enpp4T72S/ enpp4 4A6 Fisher’s test 157 0.001 
1O/1C enpp4D36N/ enpp4 3G8 Fisher’s exact 160 0.001 
1O/1C enpp4D36N/ enpp4 4A6 Fisher’s test 160 0.001 
1O/1C enpp4D189N/ enpp4 3G8 Fisher’s test 167 0.001 
1O/1C enpp4D189N/ enpp4 4A6 Fisher’s test 167 0.001 
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Table S2A:   
 
     Phenotypes    
Total number  
of scored embryos Figure Injection 
Marker 
analysed Normal 
Enlarg
ed Reduced Absent Ectopic 
2A, B enpp4 MO1 10ng 3G8 35% 0% 65% 0% 0% 107 
2A, B enpp4 MO1 10ng 4A6 63% 0% 28% 9% 0% 107 
 cMO 10ng 3G8 100% 0% 0% 0% 0% 27 
 cMO 10ng 4A6 100% 0% 0% 0% 0% 27 
2C enpp4 MO1 10ng+MO2 10ng 3G8 10% 0% 90% 0% 0% 20 
2C enpp4 MO1 10ng+MO2 10ng 4A6 0% 0% 75% 25% 0% 20 
 enpp4 MO1 10ng + cMO 10ng 3G8 33% 0% 67% 0% 0% 15 
 enpp4 MO1 10ng + cMO 10ng 4A6 47% 0% 53% 0% 0% 15 
 enpp4 MO2 10ng + cMO 10ng 3G8 56% 0% 44% 0% 0% 16 
 enpp4 MO2 10ng + cMO 10ng 4A6 44% 0% 56% 0% 0% 16 
 cMO 20ng  3G8 59% 0% 41% 0% 0% 17 
 cMO 20ng 4A6 53% 0% 47% 0% 0% 17 
2D enpp4 MO1 10ng slc5a1.1 42% 0% 58% 0% 0% 64 
 cMO 10ng slc5a1.1 100% 0% 0% 0% 0% 34 
2E enpp4 MO1 10ng slc12a1 44% 0% 56% 0% 0% 75 
2F 
enpp4 MO1 10ng  
+ enpp4 mRNA 2ng slc12a1 65% 0% 24% 0% 11% 72 
 cMO 10ng slc12a1 83% 0% 17% 0% 0% 47 
2G enpp4 MO1 10ng clcnkb 47% 0% 53% 0% 0% 40 
 cMO 10ng clcnkb 76% 0% 24% 0% 0% 55 
2H enpp4 MO1 10ng gata3 69% 0% 31% 0% 0% 42 
 cMO 10ng gata3 89% 0% 11% 0% 0% 37 
2I enpp4 MO1 10ng wt1 94% 3% 3% 0% 0% 34 
 cMO 10ng wt1 94% 0% 6% 0% 0% 34 
2J enpp4 MO1 10ng nphs1 83% 2% 15% 0% 0% 41 
 cMO 10ng nphs1 92% 2% 6% 0% 0% 49 
2K enpp4 MO1 10ng lhx1 65% 0% 35% 0% 0% 23 
 cMO 10ng lhx1 100% 0% 0% 0% 0% 21 
2L enpp4 MO1 10ng lhx1 25% 0% 75% 0% 0% 20 
 cMO 10ng lhx1 70% 0% 30% 0% 0% 20 
2M enpp4 MO1 10ng + cMO 10ng lhx1 31% 0% 37% 31% 0% 46 
2N enpp4 MO1 10ng+MO2 10ng lhx1 16% 6% 58% 19% 0% 31 
 cMO 20ng lhx1 77% 10% 13% 0% 0% 39 
2O enpp4 MO1 10ng + cMO 10ng pax8 29% 1% 70% 0% 0% 70 
 cMO 20ng pax8 63% 15% 22% 0% 0% 27 
S2D enpp4 MO1 10ng myh4 100% 0% 0% 0% 0% 47 
 cMO 10ng myh4 100% 0% 0% 0% 0% 59 
S2E enpp4 MO1 10ng xbra 84% 0% 16% 0% 0% 19 
 cMO 10ng xbra 95% 0% 5% 0% 0% 21 
S2F,G enpp4 MO2 10ng 3G8 51% 0% 49% 0% 0% 87 
S2F,G enpp4 MO2 10ng 4A6 76% 0% 24% 0% 0% 87 
S2H enpp4 MO2 10ng slc5a1.1 68% 0% 32% 0% 0% 38 
S2I enpp4 MO2 10ng slc5a12a1 86% 0% 14% 0% 0% 28 
S2J 
enpp4 MO2 10ng  
+ enpp4 mRNA 2ng slc5a12a1 50% 0% 0% 0% 50% 28 
S2K enpp4 MO2 10ng lhx1 55% 15% 30% 0% 0% 20 
S2L enpp4 MO2 10ng lhx1 45% 0% 55% 0% 0% 20 
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     Phenotypes    
Total number  
of scored embryos Figure Injection 
Marker 
analysed Normal 
Enlarg
ed Reduced Absent Ectopic 
S2M 
enpp4 MO2 10ng +  
cMO 10ng lhx1 31% 5% 64% 0% 0% 61 
S2N 
enpp4 MO2 10ng +  
cMO 10ng pax8 21% 0% 58% 21% 0% 19 
S3A 
enpp4 MO2 10ng +  
enpp6 MO 20ng 3G8 33% 0% 64% 3% 0% 76 
 
enpp4 MO2 10ng +  
enpp6 MO 20ng 4A6 37% 0% 62% 1% 0% 76 
S3B enpp4 MO2 10ng +cMO 20ng 3G8 40% 0% 57% 3% 0% 68 
 enpp4 MO2 10ng +cMO 20ng 4A6 32% 0% 62% 6% 0% 68 
S3C enpp6 MO 20ng +cMO 10ng 3G8 47% 0% 51% 2% 0% 66 
 enpp6 MO2 20ng +cMO 10ng 4A6 35% 0% 63% 2% 0% 66 
 cMO 30ng 3G8 70% 0% 30% 0% 0% 63 
 cMO 30ng 4A6 86% 0% 14% 0% 0% 63 
S3D 
enpp6 mRNA 2ng + enpp4 
MO2 10ng 3G8 20% 0% 63% 17% 0% 71 
 
enpp6 mRNA 2ng + enpp4 
MO2 10ng 4A6 34% 0% 39% 27% 0% 71 
 enpp4 MO2 10ng 3G8 47% 0% 51% 2% 0% 49 
 enpp4 MO2 10ng 4A6 57% 0% 43% 0% 0% 49 
S3E 
enpp6 mRNA 2ng + cMO 
10ng 3G8 3% 0% 79% 18% 0% 34 
 
enpp6 mRNA 2ng + cMO 
10ng 4A6 12% 0% 65% 23% 0% 34 
         
 
Table S2B:  
Figure 
compared 
Injections compared Marker Statistical test Number of 
embryos 
p-value 
(with FDR 
correction) 
2B enpp4 MO1/cMO 3G8 Fisher’s exact 134 0.001 
2B enpp4 MO1/ cMO 4A6 Fisher’s exact 134 0.001 
S2G enpp4 MO2/ cMO 3G8 Fisher’s exact 114 0.001 
S2G enpp4 MO2/ cMO 4A6 Fisher’s exact 114 0.01 
2C/2B enpp4 MO1+2/MO1 3G8 Fisher’s exact 35 NS 
2C/2B enpp4 MO1+2/MO1 4A6 Fisher’s exact 35 0.001 
2C/S2G enpp4 MO1+2/MO2 3G8 Fisher’s exact 36 0.01 
2C/S2G enpp4 MO1+2/MO2 4A6 Fisher’s exact 36 0,001 
S3A/S3B enpp6MO+enpp4 MO2/enpp4MO2 3G8 Fisher’s exact 144 NS 
S3A/S3B enpp6MO+enpp4 MO2/enpp4MO2 4A6 Fisher’s exact 144 NS 
S3A/3C enpp6MO+enpp4 MO2/enpp6MO 3G8 Fisher’s exact 142 NS 
S3A/3C enpp6MO+enpp4 MO2/enpp6MO 4A6 Fisher’s exact 142 NS 
S3A enpp6MO+enpp4 MO2/cMO 3G8 Fisher’s exact 139 0.001 
S3A enpp6MO+enpp4 MO2/cMO 4A6 Fisher’s exact 139 0.001 
S3C enpp6MO/enpp4MO2 3G8 Fisher’s exact 134 NS 
S3C enpp6MO/enpp4MO2 4A6 Fisher’s exact 134 NS 
S3D/S3B enpp6RNA+enpp4MO2/enpp4MO2 3G8 Fisher’s exact 120 0.001 
S3D/S3B enpp6RNA+enpp4MO2/enpp4MO2 4A6 Fisher’s exact 120 0.001 
S3D/S3E enpp6RNA+enpp4MO2/enpp6RNA+cMO 3G8 Fisher’s exact 142 NS 
S3D/S3E enpp6RNA+enpp4MO2/enpp6RNA+cMO 4A6 Fisher’s exact 142 0.05 
2D enpp4 MO1/cMO slc5a1.1 Fisher’s exact 98 0.001 
S2H enpp4 MO2/cMO slc5a1.1 Fisher’s exact 72 0.001 
2E enpp4 MO1/cMO sclc12a1 Fisher’s exact 122 0.001 
S2I enpp4 MO2/cMO sclc12a1 Fisher’s exact 75 NS 
2F/2E enpp4 MO1+RNA/ 
enpp4 MO1 
sclc12a1 Fisher’s exact 147 0.001 
S2J/S2H enpp4 MO2+RNA/ 
enpp4 MO2 
sclc12a1 Fisher’s exact 56 0.001 
2G enpp4 MO1/cMO clcnkb Fisher’s exact 95 0.01 
2H enpp4 MO1/cMO gata3 Fisher’s exact 79 NS 
2I enpp4 MO1/cMO wt1 Fisher’s exact 68 NS 
2J enpp4 MO1/cMO nphs1 Fisher’s exact 90 NS 
2K enpp4 MO1/cMO lhx1 (st28) Fisher’s exact 44 0.01 
S2K enpp4 MO2/cMO lhx1 (st28) Fisher’s exact 41 0.001 
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Table S2. Scoring analysis of kidney phenotypes in embryos micro-injected with enpp4 MOs (related to Fig.2 and S2). (A) 
Results from immunohistochemistry and in situ hybridization of injected embryos. Embryos were injected with enpp4 MO1 or MO2 
alone or in combination. Embryos were scored for differences between the injected side (identified by Blue or Red Gal staining) and 
uninjected side acting as contra-lateral control side. Only the pronephros phenotype on the injected side is indicated.  
(B) Statistical analyses of the results for the enpp4 knock down experiments. Each experiment was scored as indicated in the table. The 
FDR multiple testing correction was applied to all Fisher’s Exact Test and a standardized value is given for the calculated p value. NS: 
not significant.  
  
2L enpp4 MO1/cMO lhx1 (st22) Fisher’s exact 40 0,05 
S2L enpp4 MO2/cMO lhx1 (st22) Fisher’s exact 40 NS 
2M enpp4 MO1/cMO lhx1 (neurula) Fisher’s exact 85 0,001 
S2M enpp4 MO2/cMO lhx1 (neurula) Fisher’s exact 100 0.001 
2N enpp4 MO1+2/cMO lhx1 (neurula) Fisher’s exact 70 0.001 
2N/2M enpp4 MO1+2/MO1 lhx1 (neurula) Fisher’s exact 77 NS 
2N/S2M enpp4 MO1+2/MO2 lhx1 (neurula) Fisher’s exact 92 0.01 
2O enpp4 MO1/cMO pax8(neurula) Fisher’s exact 97 0.001 
S2N enpp4 MO2/cMO pax8(neurula) Fisher’s exact 46 0.001 
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Table S3A: 
 
     Phenotypes    
Total 
number of 
scored 
embryos  Figure Injection Marker stained Normal Enlarged Reduced Absent Ectopic 
3A enpp4 mRNA 2ng raldh1a2 32% 22% 11% 0% 35% 37 
3B enpp4 mRNA 2ng rdh10 53% 35% 0% 0% 12% 34 
3C enpp4 mRNA 2ng cyp26a1 98% 2% 0% 0% 0% 44 
3D enpp4 mRNA 2ng notch1 23% 53% 17% 0% 7% 75 
3E enpp4 mRNA 2ng dll1 24% 23% 9% 4% 40% 81 
3F enpp4 mRNA 2ng jag1 26% 44% 10% 0% 20% 81 
3G enpp4 mRNA 2ng wnt4 24% 32% 27% 0% 17% 41 
3H enpp4 MO1 10ng raldh1a2 75% 0% 25% 0% 0% 33 
 cMO 10ng raldh1a2 97% 0% 3% 0% 0% 35 
3I enpp4 MO1 10ng rdh10 79% 0% 21% 0% 0% 33 
 cMO 10ng rdh10 100% 0% 0% 0% 0% 47 
3J enpp4 MO1 10ng cyp26a1 88% 0% 12% 0% 0% 42 
 cMO 10ng cyp26a1 93% 0% 7% 0% 0% 46 
3K enpp4 MO1 10ng notch1 80% 10% 10% 0% 0% 41 
 cMO 10ng notch1 97% 3% 0% 0% 0% 40 
3L enpp4 MO1 10ng dll1 67% 0% 33% 0% 0% 46 
 cMO 10ng dll1 85% 3% 12% 0% 0% 40 
3M enpp4 MO1 10ng jag1 62% 0% 38% 0% 0% 42 
 cMO 10ng jag1 95% 0% 5% 0% 0% 41 
3N enpp4 MO1 10ng wnt4 10% 0% 82% 0% 0% 33 
 cMO 10ng wnt4 85% 0% 15% 0% 0% 33 
S4A 
enpp4 mRNA 2ng + 
rfng MO 20ng 3G8 24% 3% 32% 0% 41% 37 
 
enpp4 mRNA 2ng 
+rfngMO 20ng 4A6 54% 0% 32% 0% 14% 37 
S4B 
enpp4 mRNA 2ng + 
cMO 20ng 3G8 48% 6% 23% 0% 23% 31 
 
enpp4 mRNA 2ng + 
cMO 20ng 4A6 68% 0% 23% 0% 9% 31 
S4C,D 
rfng mRNA 2ng + 
enpp4 MO2 10ng 3G8 20% 0 40% 13% 27% 15 
 
rfng mRNA 2ng + 
enpp4 MO2 10ng 4A6 27% 0% 53% 7% 13% 15 
S4E 
rfng mRNA 2ng + 
cMO 10ng 3G8 38% 0% 19% 5% 38% 21 
 
rfng mRNA 2ng + 
cMO 10ng 4A6 43% 0% 38% 0% 19% 21 
 enpp4 MO2 10ng 3G8 28% 0% 72% 0% 0% 18 
 enpp4 MO2 10ng 4A6 33% 0% 67% 0% 0% 18 
 rfng MO 20ng 3G8 53% 0% 48% 0% 0% 19 
 rfng MO 20ng 4A6 84% 0% 16% 0% 0% 19 
 cMO 20ng 3G8 78% 0% 22% 0% 0% 31 
 cMO 20ng 4A6 78% 0% 22% 0% 0% 31 
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Table S3B:  
 
 
 
 
 
Table S3. Scoring analysis of enpp4 mis-expression on RA, Notch and Wnt signalling pathways (related to Fig.3 and S4). (A) 
Results from immunohistochemistry and in situ hybridization of injected embryos. Embryos were injected with enpp4 RNA or MO 
alone or in combination with rfng RNA or MO. Embryos were scored for differences between the injected side (identified by Blue or 
Red Gal staining) and uninjected side acting as contra-lateral control side. Only the pronephros phenotype on the injected side is 
indicated. (B) Statistical analyses of the results for each experiment. Each enpp4 MO injection experiment was scored against control 
(c) MO injected embryos. The combined experiments were scored as indicated in the table. The FDR multiple testing correction was 
applied to all Fisher’s Exact Test and a standardized value is given for the calculated p value. NS: not significant 
Figure Injections compared marker Statistical test Number of 
embryos 
p-value 
(with FDR 
correction) 
3H enpp4MO/cMO raldh1a2 Fisher’s exact 68 0.05 
3I enpp4 MO/cMO rdh10 Fisher’s exact 80 0.01 
3J enpp4 MO/cMO Cyp26a1 Fisher’s exact 88 NS 
3K enpp4 MO/cMO notch1 Fisher’s exact 81 0.05 
3L enpp4 MO/cMO dll1 Fisher’s exact 86 0.05 
3M enpp4 MO/cMO jag1 Fisher’s exact 83 0.001 
3N enpp4 MO/cMO wnt4 Fisher’s exact 66 0.001 
S4C,D/S4E enpp4MO2+rnfgRNA/ 
cMO+rfng RNA 
3G8 Fisher’s exact 36 NS 
S4C,D/S4E enpp4MO2+rnfgRNA/ 
cMO+rfng RNA 
4A6 Fisher’s exact 36 NS 
S4A/s4B rfngMO+enpp4RNA/ 
cMO+ enpp4 RNA 
3G8 Fisher’s exact 68 NS 
S4A/S4B rfngMO+enpp4RNA/ 
cMO+ enpp4 RNA 
4A6 Fisher’s exact 68 NS 
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Table S4A:   
     Phenotypes    
Total 
number of 
scored 
embryos  Figure Injection 
Marker 
stained Normal Enlarged Reduced Absent Ectopic 
6A,B 
s1pr5.a mRNA 2ng  
+ enpp4 mRNA 1ng 3G8 33% 2% 26% 1% 38% 89 
6A,B 
s1pr.a mRNA 2ng  
+ enpp4 mRNA 1ng 4A6 44% 12% 34% 1% 9% 89 
6C s1pr5.a mRNA 2ng  3G8 73% 2% 23% 2% 0% 52 
6C s1pr5.a mRNA 2ng 4A6 81% 4% 13% 2% 0% 52 
6D enpp4 mRNA 1ng 3G8 72% 8% 15% 0% 5% 94 
6D enpp4 mRNA 1ng 4A6 72% 8% 15% 0% 5% 94 
S5A 
s1pr1 mRNA 2ng  
+ enpp4 mRNA 1ng 3G8 64% 13% 15% 0% 8% 89 
S5A 
s1pr1 mRNA 2ng  
+ enpp4 mRNA 1ng 4A6 63% 14% 22% 0% 1% 89 
S5B s1pr1 mRNA 2ng  3G8 90% 5% 3% 2% 0% 58 
S5B s1pr1 mRNA 2ng 4A6 91% 0% 9% 0% 0% 58 
S5C 
lpar1.1 mRNA 2ng  
+ enpp4 mRNA 1ng 3G8 65% 14% 7% 2% 12% 106 
S5C 
lpar1.1 mRNA 2ng  
+ enpp4 mRNA 1ng 4A6 76% 11% 7% 2% 4% 106 
S5D lpar1.1 mRNA 2ng  3G8 96% 0% 4% 0% 0% 55 
S5D lpar1.1 mRNA 2ng 4A6 96% 0% 4% 0% 0% 55 
S5E 
p2yr10  mRNA 2ng  
+ enpp4 mRNA 1ng 3G8 78% 12% 4% 2% 4% 51 
S5E 
p2yr10  mRNA 2ng  
+ enpp4 mRNA 1ng 4A6 88% 6% 2% 4% 0% 51 
S5F p2yr10  mRNA 2ng  3G8 90% 4% 6% 0% 0% 54 
S5F p2yr10  mRNA 2ng 4A6 98% 0% 2% 0% 0% 54 
 LacZmRNA 250pg 3G8 93% 0% 7% 0% 0% 58 
 LacZmRNA 250pg 4A6 95% 0% 5% 0% 0% 58 
6E,F s1pr5.a MO 15ng 3G8 56% 5% 37% 0% 2% 43 
6E,F s1pr5.a MO 15ng 4A6 40% 0% 60% 0% 0% 43 
 cMO 15ng 3G8 90% 0% 10% 0% 0% 61 
 cMO 15ng 4A6 87% 0% 13% 0% 0% 61 
6G,H 
s1pr5.a MO 7.5ng  
+ enpp4 MO 5ng 3G8 26% 0% 74% 0% 0% 42 
6G,H 
s1pr5.a MO 7.5ng  
+ enpp4 MO 5ng 4A6 19% 0% 81% 0% 0% 42 
6I 
s1pr5.a MO 7.5ng  
+ Control MO 5ng 3G8 78% 0% 22% 0% 0% 51 
6I 
s1pr5.a MO 7.5ng  
+ Control MO 5ng 4A6 71% 0% 29% 0% 0% 51 
6J 
Control MO 7.5ng  
+ enpp4 MO 5ng 3G8 35% 0% 65% 0% 0% 40 
6J 
Control MO 7.5ng  
+ enpp4 MO 5ng 4A6 40% 0% 60% 0% 0% 40 
 cMO 12.5ng 3G8 93% 5% 2% 0% 0% 44 
 cMO 12.5ng 4A6 96% 2% 2% 0% 0% 44 
6K 
enpp4 2ng mRNA  
+ s1pr5.a MO 15ng 3G8 47.5% 7.5% 42.5% 0% 17.5% 40 
 
enpp4 2ng mRNA  
+ s1pr5.a MO 15ng 4A6 55% 15% 30% 0% 0% 40 
 s1pr5.a MO 15ng 3G8 71% 6% 26% 0% 0% 35 
 s1pr5.a MO 15ng 4A6 57% 3% 45% 0% 0% 35 
6L 
enpp4 2ng mRNA  
+ cMO 15ng 3G8 50% 24% 26% 0% 48% 50 
 
enpp4 2ng mRNA  
+ cMO 15ng 4A6 64% 14% 24% 0% 10% 50 
 cMO 15ng 3G8 76% 3% 21% 0% 0% 29 
 cMO 15ng 4A6 90% 3% 7% 0% 0% 29 
S6E s1pr5.b MO 15ng 3G8 38% 0% 51% 11% 0% 66 
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     Phenotypes    
Total 
number of 
scored 
embryos  Figure Injection 
Marker 
stained Normal Enlarged Reduced Absent Ectopic 
 s1pr5.b MO 15ng 4A6 39% 0% 29% 32% 0% 66 
 s1pr5.a MO 15ng 3G8 21% 9% 49% 21% 0% 57 
 s1pr5.a MO 15ng 4A6 39% 0% 16% 45% 0% 57 
 cMO 15ng 3G8 72% 3% 21% 4% 0% 67 
 cMO 15ng 4A6 67% 1% 18% 14% 0% 67 
 
 
Table S4B:  
Table S4. Scoring analysis of 3G8/4A6 staining in embryos mis-expressing enpp4 and lipidic receptors (related to for Fig.6, S5 
and S6). (A) Results from immunohistochemistry of injected embryos. Embryos were either injected with s1pr1, s1pr5.a, lpar1.1, 
p2y10 and enpp4 mRNA alone or in combination or with s1pr5.a, s1pr5.b and enpp4 MO alone or in combination. Embryos were 
scored for differences between the injected side (identified by Blue Gal staining) and uninjected side acting as contra-lateral control 
side. Only the pronephros phenotype on the injected side is indicated. (B) Statistical analyses of the results for each experiment. Each 
single injection experiment was scored against LacZ mRNA or control (c) MO injected embryos. The combined experiments were 
scored as indicated in the table. The FDR multiple testing correction was applied to all Fisher’s Exact Test and a standardized value is 
given for the calculated p value. NS: not significant.  
 
 
 
Figure Injection compared marker Statistical test Number of 
embryos 
p-value 
(with FDR correction) 
6A,B/6D s1pr5.a+enpp4/enpp4  3G8 Fisher’s exact 183 0.001 
6A,B/6D s1pr5.a +enpp4/enpp4 4A6 Fisher’s exact 183 0.01 
6A,B/6C s1pr5.a+enpp4/s1pr5.a 3G8 Fisher’s exact 141 0.001 
6A,B/6C s1pr5.a+enpp4/s1pr5.a 4A6 Fisher’s exact 141 0.001 
6C s1pr5.a/ LacZ 3G8 Fisher’s exact 110 0.01 
6C s1pr5.a/ LacZ 4A6 Fisher’s exact 110 NS 
S5A/6D s1pr1+enpp4/enpp4 3G8 Fisher’s exact 183 NS 
S5A/6D s1pr1+enpp4/enpp4 4A6 Fisher’s exact 183 NS 
S5A/S5B s1pr1+enpp4/s1pr1 3G8 Fisher’s exact 147 0.01 
S5A/S5B s1pr1+enpp4/s1pr1 4A6 Fisher’s exact 147 0.001 
S5B s1pr1/ LacZ 3G8 Fisher’s exact 116 NS 
S5B s1pr1/LacZ 4A6 Fisher’s exact 116 NS 
S5C/6D lpar1.1+enpp4/enpp4 3G8 Fisher’s exact 200 0.05 
S5C/6D lpar1.1+enpp4/enpp4 4A6 Fisher’s exact 200 NS 
S5C/S5D lpar1.1+enpp4/ lpar1.1 3G8 Fisher’s exact 161 0.001 
S5C/S5D lpar1.1+enpp4/ lpar1.1 4A6 Fisher’s exact 161 0.01 
S5D lpar1.1/LacZ 3G8 Fisher’s exact 113 NS 
S5D lpar1.1/LacZ 4A6 Fisher’s exact 113 NS 
S5E/6D p2y10+enpp4/enpp4 3G8 Fisher’s exact 145 NS 
S5E/6D p2y10+enpp4/enpp4 4A6 Fisher’s exact 145 0.01 
S5E/S5F p2y10+enpp4/p2y10 3G8 Fisher’s exact 105 NS 
S5E/S5F p2y10+enpp4/p2y10 4A6 Fisher’s exact 105 NS 
S5F p2y10/ LacZ 3G8 Fisher’s exact 112 NS 
S5F p2y10/ LacZ 4A6 Fisher’s exact 112 NS 
6E,F s1pr5.aMO/cMO 3G8 Fisher’s exact 104 0.001 
6E,F s1pr5.aMO/ cMO 4A6 Fisher’s exact 104 0.001 
S6E s1pr5.bMO/ cMO 3G8 Fisher’s exact 133 0.001  
S6E s1pr5.bMO/ cMO 4A6 Fisher’s exact 133 0.01 
S6E/6F s1pr5.bMO/ s1pr5.aMO 3G8 Fisher’s exact 123 0.05 
S6E/6F s1pr5.bMO/ s1pr5.aMO 4A6 Fisher’s exact 123 NS 
6G,H/6I s1pr5.aMO+enpp4MO/ 
s1pr5.a MO +cMO 
3G8 Fisher’s exact 93 0.001 
6G,H/6I s1pr5.aMO+enpp4MO/ / 
s1pr5a MO +cMO 
4A6 Fisher’s exact 93 0.001 
6G,H/6J s1pr5.aMO+enpp4MO/  
enpp4 MO +cMO 
3G8 Fisher’s exact 82 NS 
6G,H/6J s1pr5.aMO+enpp4MO/  
enpp4 MO +cMO 
4A6 Fisher’s exact 82 NS 
6K/6L enpp4RNA+s1pr5.aMO 
/enpp4RNA+cMO 
3G8 Fisher’s exact 90 0.01 
6K/6L enpp4RNA+s1pr5.aMO 
/enpp4RNA+cMO 
4A6 Fisher’s exact 90 NS 
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Table S5:  
Class (0,0.001) 
Injection compared Analyzed marker 
enpp4+LacZ/LacZ 3G8 
enpp4+LacZ/LacZ 4A6 
mouseEnpp4+LacZ/LacZ 3G8 
mouseEnpp4+LacZ/LacZ 4A6 
enpp4+LacZ/LacZ slc5a1.1 
enpp4+LacZ/LacZ slc12a1 
enpp4+LacZ/LacZ clcnkb 
enpp4+LacZ/LacZ gata3 
enpp4+LacZ/LacZ wt1 
enpp4+LacZ/LacZ nphs1 
enpp4+LacZ/LacZ lhx1_st28 
enpp4+LacZ/LacZ pax8_st28 
enpp4+LacZ/LacZ pax8_neurula 
enpp4T72A+LacZ/enpp4+LacZ 3G 
enpp4T72A+LacZ/enpp4+LacZ 4A6 
enpp4T72S+LacZ/enpp4+LacZ 3G8 
enpp4T72S+LacZ/enpp4+LacZ 4A6 
enpp4D36N+LacZ/enpp4+LacZ 3G8 
enpp4D36N+LacZ/enpp4+LacZ 4A6 
enpp4D189N+LacZ/enpp4+LacZ 3G8 
enpp4D189N+LacZ/enpp4+LacZ 4A6 
enpp4MO1/cMO 3G8 
enpp4MO1/cMO 4A6 
enpp4MO2/cMO 3G8 
enpp4MO1+2/enpp4MO1 4A6 
enpp4MO1+2/enpp4 MO2 4A6 
enpp4 MO2+enpp6MO/cMO 3G8 
enpp4 MO2+enpp6MO/cMO 4A6 
Xl enpp6 mRNA+enpp4 MO2/ MO2 3G8 
Xl enpp6 mRNA+enpp4 MO2/ MO2 4A6 
enpp4MO1/cMO slc5a1.1 
enpp4MO2/cMO slc5a1.1 
enpp4MO1/cMO slc12a1 
enpp4MO1+enpp4 RNA/enpp4MO1 slc12a1 
enpp4MO1+enpp4 RNA/enpp4MO2 slc12a1 
enpp4MO2/cMO lhx1_st28 
enpp4MO1/cMO lhx1_neurula 
enpp4MO2/cMO lhx1_neurula 
enpp4MO1+2/cMO lhx1_neurula 
enpp4MO1/cMO pax8_neurula 
enpp4MO2/cMO pax8_neurula 
enpp4MO1/cMO jag1 
enpp4MO1/cMO wnt4 
S1PR5RNA+enpp4/enpp4 1ng 3G8 
S1PR5RNA+enpp4/s1pr5 mRNA 2ng 3G8 
S1PR5RNA+enpp4/s1pr5 mRNA 2ng 4A6 
S1PR1RNA+enpp4/s1pr1 mRNA 2ng 4A6 
lpar1.1RNA+enpp4/lpar1.1 mRNA 2ng 3G8 
s1pr5aMO/cMO 3G8 
s1pr5aMO/cMO 4A6 
s1pr5bMO/cMO 3G8 
s1pr5aMO+enpp4MO/s1pr5aMO+cMO 3G8 
s1pr5aMO+enpp4MO/s1pr5aMO+cMO 4A6 
Class (0.001,0.01) 
enpp4MO2/cMO 4A6 
enpp4MO1+2/enpp4 MO2 3G8 
enpp4MO1/cMO clcnkb 
enpp4MO1/cMO lhx1_st28 
enpp4MO1+2/enpp4MO2 lhx1_neurula 
enpp4MO1/cMO ralh10 
s1pr5 mRNA 2ng /LacZ 3G8 
S1PR5RNA+enpp4/enpp4 1ng 4A6 
S1PR1RNA+enpp4/s1pr1 mRNA 2ng 3G8 
lpar1.1RNA+enpp4/lpar1.1 mRNA 2ng 4A6 
p2y10 RNA+enpp4/enpp4 1ng 4A6 
s1pr5bMO/cMO 4A6 
s1pr5aMO+enpp4mRNA/cMO+enpp4 mRNA 3G8 
Class (0.01,0.05) 
Xl enpp6 mRNA+enpp4 MO2/Xl enpp6 mRNA+cMO 4A6 
enpp4MO1/cMO lhx1_st22 
enpp4MO1/cMO ralh1a2 
enpp4MO1/cMO notch1 
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Table S5: Summary of the statistical analyses ranked according to the significance. The FDR multiple testing correction was applied 
to all Fisher’s Exact Tests and a standardized value is given for the calculated p value. Results considered as significant are those with 
p<0,05.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
enpp4MO1/cMO dll1 
lpar1.1RNA+enpp4/enpp4 1ng 3G8 
s1pr5aMO/s1pr5bMO 3G8 
Class (0.05,1) 
enpp4+LacZ/LacZ lhx1_neurul 
enpp4+LacZ/LacZ myh4 
enpp4+LacZ/LacZ xbra 
enpp4MO1+2/enpp4MO1 3G8 
enpp4 MO2+enpp6MO/enpp4 MO2 3G8 
enpp4 MO2+enpp6MO/enpp6MO 3G8 
enpp4 MO2/enpp6MO 3G8 
enpp4 MO2/enpp6MO 4A6 
enpp4 MO2+enpp6MO/enpp4 MO2 4A6 
enpp4 MO2+enpp6MO/enpp6MO 4A6 
Xl enpp6 mRNA+enpp4 MO2/Xl enpp6 mRNA+cMO 3G8 
enpp4MO2/cMO slc12a 
enpp4MO1/cMO gata3 
enpp4MO1/cMO wt1 
enpp4MO1/cMO nphs1 
enpp4MO2/cMO lhx1_st22 
enpp4MO1+2/enpp4MO1 lhx1_neurula 
enpp4MO1/cMO cyp26a1 
enpp4MO2+rnfg mRNA/cMO+rnfg mRNA 3G8 
enpp4MO2+rnfg mRNA/cMO+rnfg mRNA 4A6 
rnfgMO+enpp4mRNA/cMO+enpp4mRNA 3G8 
rnfgMO+enpp4mRNA/cMO+enpp4mRNA 4A6 
s1pr5 mRNA 2ng /LacZ 4A6 
S1PR1RNA+enpp4/enpp4 1ng 3G8 
S1PR1RNA+enpp4/enpp4 1ng 4A6 
s1pr1 mRNA /LacZ 3G8 
s1pr1 mRNA /LacZ 4A6 
lpar1.1 mRNA 2ng /LacZ 3G8 
lpar1.1 mRNA 2ng /LacZ 4A6 
lpar1.1RNA+enpp4/enpp4 1ng 4A6 
p2y10 RNA+enpp4/enpp4 1ng 3G8 
p2y10 RNA+enpp4/p2y10 mRNA 2ng 3G8 
p2y10 RNA+enpp4/p2y10 mRNA 2ng 4A6 
p2y10 mRNA 2ng /LacZ 3G8 
p2y10 mRNA 2ng /LacZ 4A6 
s1pr5aMO/s1pr5bMO 4A6 
s1pr5aMO+enpp4MO/enpp4MO+cMO 3G8 
s1pr5aMO+enpp4MO/enpp4MO+cMO 4A6 
s1pr5aMO+enpp4mRNA/cMO+enpp4 mRNA 4A6 
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Supplemental Experimental Procedures 
 
Site-directed mutagenesis of Xenopus enpp4 
Site-directed mutagenesis of Xenopus enpp4 was performed using a PCR-based approach. For each mutant, 2 
successive rounds of PCR were carried out using the Pfx polymerase (Invitrogen) following the manufacturer’s 
protocol and using the primers listed below. The first round of PCR, performed using the enpp4-pRNA3 
plasmid as template, allowed the amplification of two fragments of the enpp4 coding region, one upstream and 
containing the desired mutation (underscored in the primer sequence) and the other downstream and containing 
the mutation respectively. For this, one amplification was performed using the upstream primer carrying out 
the mutation and the primer ORF downstream containing the stop codon and the other amplification  using the 
downstream primer carrying out the mutation and the primer ORF upstream containing the ATG codon. The 
two PCR products were then mixed and a third PCR was carried out using this mixture as template using the 
upstream and downstream ORF primers, carrying out the BamHI and EcoRI restriction sites respectively (in 
italic in the primer sequence). The final PCR product was digested by BamHI and EcoRI and inserted into the 
pCS2+ vector. The presence of the correct mutation was confirmed by sequencing for each mutant. The mutant 
enpp4 cDNA was then extracted from the pCS2+ and cloned into the pcDNA3.1.  
enpp4T72AU 5’-ataaccaaggctttccccaaccattac-3’ 
enpp4T72AD 5’-gttggggaaagccttccttatgaagac-3’ 
enpp4T72SU 5’-ataaccaagagtttccccaaccattac-3’ 
enpp4T72SD 5’-gttggggaaactcttccttatgaagac-3’ 
enpp4D36NU 5’-ttatccttcaacggattccgggccgat-3’ 
enpp4D36ND 5’-ccggaatccgttgaaggataagagaat-3’ 
enpp4D189NU 5’-gaggagcctaacgcaagcggacaccgt-3’ 
enpp4D189ND 5’-tccgcttgcgttaggctcctcccagta-3’ 
enpp4ORFU 5’-cgggatccATGtttggaagggttttc-3’ 
enpp4ORFD 5’-cggaattcCTAaccaatcagaggatc-3’ 
 
Generation of the s1pr5.a-GFP and s1pr5.b-GFP constructs. 
The pCS2-s1pr5.a-GFP and pCS2-s1pr5.b-GFP constructs were generated by PCR. A fragment of s1pr5.a and 
s1pr5.b 5’UTR and coding region was amplified from adult spleen cDNA using the Phusion Taq (New England 
BioLabs) following the manufacturer’s protocol and using the primers listed below, carrying out EcoRI and 
XbaI restriction sites respectively (in italic in the primer sequence). The PCR product was digested by EcoRI 
and XbaI and inserted into the pCS2+-GFP vector. The conservation of the reading frame between s1pr5 and 
GFP coding regions and the absence of mutation were confirmed by sequencing.  
s1pr5.aF: 5’-ggaattcggatcctcacagactcttctataaagc-3’ 
s1pr5.aR: 5’-gctcgagctctagaatggtactctctgtacaatcgg-3’ 
s1pr5.bF: 5’-ggaattcggatcccataaacctgcaggcaatcag-3’ 
s1pr5.bR: 5’-gctcgagctctagaaccacccttgtacctactggtg-3’ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
